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SazZetak:
Trop grozda je proizvodni ostatak vinarija koji obiluje bioaktivnim fenolnim spojevima. Ekstrakti tropa grozda
(cabernet sauvignon, cabernet franc i merlot) dobiveni su kruto-teku¢om ekstrakcijom (50 %-tni etanol, omjer
tekuce/kruto 40 mL/g, 80 °C). Inkapsulacija ekstrakata provedena je ionskim geliranjem primjenom omotaca
prirodnog porijekla (natrijev alginat (NA) te njegove kombinacije s gumom arabikom, Zelatinom (ZEL) ili
kitozanom). Hidrogelovi su stabilizirani suSenjem te su analizirana svojstva inkapsulata (geometrijski
parametri, tekstura, morfologija, termofizikalna svojstva; ucinkovitost inkapsulacije, otpustanje fenolnih
spojeva tijekom simulirane probave in vitro). Usporedeni su indeksi biodostupnosti (B/) fenolnih spojeva iz
inkapsulata proizvedenih ionskim geliranjem, suSenjem zamrzavanjem i suSenjem rasprsivanjem.
Inkapsulacija ekstrakata je generalno utjecala na povecanje BI fenolnih spojeva u odnosu na neinkapsulirane
ekstrakte, a najveéi utjecaj na B/ imao je omotac. Kombinacija NA i dodatnog omotaca u vecini slucajeva
rezultirala je boljim fizikalnim i funkcionalnim svojstvima inkapsulata u odnosu na NA inkapsulate. Otpustanje
fenolnih spojeva iz inkapsulata odvijalo se difuzijom, a njihov najve¢i Bl u veéini slucajeva je ostvaren iz
NA-ZEL inkapsulata. Ionskim geliranjem je postignut najve¢i BI kod ukupnih fenolnih spojeva,
proantocijanidina, katehina, epikatehina, epikatehin galata, galokatehin galata te galne, 3,4-dihidrokisbenzojeve
i o-kumarinske kiseline. Odabirom metode inkapsulacije i omotaca moguce je osigurati zastitu i ciljano
otpustanje bioaktivnih spojeva tropa grozda.
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Summary:

Grape pomace is a winery by-product rich in bioactive phenolic compounds. Grape pomace (Cabernet
Sauvignon, Cabernet Franc, and Merlot) extracts were obtained by solid—liquid extraction (50% ethanol, liquid-
to-solid ratio 40 mL/g, 80 °C). The extracts were encapsulated by ionic gelation using natural-origin coatings:
sodium alginate (SA) and its combinations with Arabic gum, gelatin (GEL), or chitosan. The hydrogels were
stabilised by drying, and the resulting beads were analysed for geometric parameters, texture, morphology,
thermophysical properties, encapsulation efficiency, and the release of phenolic compounds during in vitro
simulated digestion. The bioaccessibility index (BI) of phenolic compounds from encapsulated particles
produced by ionic gelation, freeze-drying, and spray-drying was compared. Encapsulation generally increased
the BI of phenolic compounds compared with non-encapsulated extracts, with the coating type having the
greatest influence. Combining SA with an additional coating usually improved the physical and functional
properties of the encapsulated particles compared with those prepared using SA alone. The release of phenolic
compounds from the encapsulated particles occurred via diffusion, with the highest B/ in most cases observed
for SA-GEL particles. Ionic gelation yielded the highest B/ for total phenolic compounds, total
proanthocyanidins, catechin, epicatechin, epicatechin gallate, gallocatechin gallate, and gallic, 3,4-
dihydroxybenzoic, and o-coumaric acids. By selecting the encapsulation method and coating, protection and
targeted release of bioactive compounds from grape pomace can be achieved.
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Popis oznaka, kratica i simbola

Oznake

A povrsina sloja masti koji je izlozen kozi

A apsorbancija svjetlosti

a povriina (mm?)

B broj eksperimenata

Bo konstanta jednadzbe odzivnog polinoma

Bi koeficijent linearnog ¢lana jednadzbe odzivnog polinoma
Bii koeficijent kvadratnog ¢lana jednadzbe odzivnog polinoma
Bij koeficijent ¢lana interakcije jednadzbe odzivnog polinoma
C koncentracija aktivne tvari koja ulazi u reakciju

C maseni udio (mg/gs.v.); (mg (ng)/100 gg); (mg/gm)

C’ masena koncentracija (mg/mL)

Coginiy  poCetna koncentracija aktivne tvari

Cp broj ponavljanja eksperimenata u centralnoj tocki

Cs topljivost aktivne tvari; koncentracija zasi¢ene otopine
C(t) koncentracija otpustene aktivne tvari u otapalu u vremenu t
D konstanta difuzije

d promjer Cestica (mm, pm)

DF faktor razrjedenja

Dy koeficijent difuzije

% koncentracijski gradijent

Z—V: brzina promjene mase cestice s viemenom

£ ekstincijski koeficijent (L/mol-cm, mL/umol-cm)

F udio aktivne tvari (%) koja se oslobada u vremenu t (min)

Feretyax  duljina (mm)

Feretyy Sirina (mm)

h

udaljenost

koli¢ina tvari koja prolazi kroz jedinicu povrSine u jedinici vremena
broj faktora (ispitivanih varijabli)

konstanta brzine

konstanta brzine otpustanja modela prvog reda

Higuchijeva konstanta otpuStanja



kyc Hixson-Crowellova konstanta otpustanja

kkp Korsmeyer-Peppasova konstanta brzine otpustanja
l duljina optickog puta (cm)

M molekularna masa (g/mol)

M, kumulativna aktivne tvari otpusStena u vremenu ¢t
M, ukupna koli¢ina aktivne tvari dostupna za otpustanje
m masa (mg, g)

N udio dusika (%)

n eksponent otpustanja/difuzije

0 opseg (mm)

P povrsina pika

R brzina reakcije

R? koeficijent determinacije

RZs;  prilagodeni koeficijent determinacije

S povrsina Cestice

S.A. specifi¢na aktivnost enzima (U/mg)

t vrijeme (s, min, h)

vV volumen (pL, mL, L)

masa ¢estice u vremenu t
Wy pocetna masa cestice

Wy udio suhe tvari u uzorku (%)

Xij ispitivane nezavisne varijable

Y modelom predvidena odzivna funkcija

Kratice

ABTS 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeva sol

ABTSe" ABTS radikalski kation

AD suSenje hidrogelova na zraku (A4ir Drying)

ADF kisela detergent vlakna (Acid Detergent Fiber)
ADL kiseli detergent lignin (Acid Detergent Lignin)
AIC Akaike informacijski kriterij

BI indeks biodostupnosti (Bioaccessibility Index)
BSA govedi serumski albumin (Bovine Serum Albumin)
CE ekvivalenti katehina (Catechin Equivalents)

CF trop grozda sorte cabernet franc



CLD kemiluminiscentni detektor (Chemiluminescence Detector)

CPC koncentracija ukupnih fenola u inkapsualtima (Content of Total Phenols)
CS trop grozda sorte cabernet sauvignon

DE dekstrozni ekvivalent

DNS 3,5-dinitrosalicilna kiselina

DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

DPPHe DPPH radikal

DSC diferencijalna pretrzana kalorimetrija (Differential Scanning Calorimetry)
EDTA etilendiamintetraoctena kiselina dinatrijeva sol dihidrat

EE ucinkovitost inkapsualcije (Encapsulation Efficiency)

FD susenje hidrogelova zamrzavanjem (Freeze Drying)

FRAP Ferric Reducing Antioxidant Power

GA guma arabika

GAE ekvivalenti galne kiseline (Gallic Acid Equivalents)

GP zelucana faza probave (Gastric Phase)

GRAS generalno prihvacen kao siguran (Generally Recognized as Safe)
GT guma tragacanth

IC anorganski ugljik (/norganic Carbon)

IG ionsko geliranje

IP crijevna faza probave (Intestinal Phase)

KZ kitozan

M trop grozda sorte merlot

MDh maltodekstrin dekstroznog ekvivalenta 16,5 — 19,5

MDI maltodekstrin dekstroznog ekvivalenta 4 — 7

MSC kriterij odabira modela

NA natrijev alginat

NDF neutralna detergent vlakna

NDF neutralna detergent vlakna (Neutral Detergent Fiber)

NDIR nedisperzivni infracrveni detektor (Non-Dispersive Infrared)
NIE neinkapsualirani ekstrakt

NPOC nehalapljivi organski ugljik (Non-Purgeable Organic Carbon)
OP oralna faza probave (Oral Phase)

PDA PDA detektor (Photo Diode Array Detector)

RID RID detektor (Refractive Index Detector)

RSM metoda odzivnih povrsina (Response Surface Methodology)



SD
SEM
SGF
SIF
SPC
SPE
SR
SSF
SZ
TAME
TC
TCA
TE

TN
TNM-L
TOC
TPA
TPZT
UF
UFL
UHPLC

UPA
VD
XPRD
ZEL

Indeksi
E

GLU
gal.k.

IG

IN

M

SP

standardna devijacija

pretrazni elektronski mikroskop (Scanning Electron Microscope)
probavna zelucana otopina (Simulated Gastric Fluid)

probavna crijevna otopina (Simulated Intestinal Fluid)

koncentracija fenolnih spojeva na povrsini (Surface Phenols Content)
ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (Solid Phase Extraction)

susenje rasprsivanjem

probavna oralna otopina (Simulated Salivary Fluid)

susenje zamrzavanjem

p-toluen-sulfonil-L-arginin metil ester

ukupni ugljik (Total Carbon)

trikloroctena kiselina

ekvivalenti troloksa (Trolox Equivalent)

ukupni dusik (Total Nitrogen)

jedinica za mjerenje ukupnog dusika (7Total Nitrogen Measuring Unit)
ukupni organski ugljik (7otal Organic Carbon)

analiza profila teksture (Texture Profile Analysis)
2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazin

ukupni fenolni spojevi

ukupni flavonoidi

tekucinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti (Ultra-High Performance
Liquid Chromatography)

ukupni ekstraktibilni proantocijanidini
susenje hidrogelova pod vakuumom (Vacuum Drying)
rendgenska difrakcija praha (X-Ray Powder Diffraction)

Zelatina

ekstrakt

glukoza

koncentracija galne kiseline
ionsko geliranje

inkapsulati

masti

slijepa proba



SR

S.tv.

SZ

TE
TG

uz

suSenje rasprsivanjem

suha tvar

suSenje zamrzavanjem

testna otopina enzima

ekvivalenti troloksa (7rolox Equivalent)
trop grozda

uzorak
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Odrzivost prehrambene industrije i o¢uvanje prirodnih resursa namecu se kao kljucni izazovi
21. stoljeca u kontekstu rastuce svjetske populacije, povecanih potreba za hranom, ogranicenih
prirodnih resursa i sve izrazenijeg problema u pogledu akumulacije i neadekvatnog zbrinjavanja
otpadnih struja nastalih tijekom proizvodnje hrane. Suvremeni koncept kruznog
biogospodarstva potic¢e transformaciju proizvodnih ostataka u vrijedne sirovine, ¢ime se
doprinosi smanjenju koli¢ine otpada, ouvanju okolisa te stvaranju proizvoda visoke dodane
vrijednosti. U tom kontekstu, trop grozda — kruti proizvodni ostatak vinarske industrije —
predstavlja znacajan, ali jo§ uvijek nedovoljno iskoriSten potencijal. Trop grozda bogat je
bioaktivnim komponentama, osobito fenolnim spojevima koji posjeduju izrazena
antioksidativna, protuupalna i antikancerogena svojstva. Unato¢ njihovom znatnom
bioaktivnom potencijalu, fenolne spojeve karakterizira visoka nestabilnost i ogranicena

bioraspolozivost, §to otezava njihovu ucinkovitost u organizmu nakon oralnog unosa.

Kako bi se prevladali ti izazovi, posljednjih godina sve viSe je istrazivanja usmjereno na razvoj
razli¢itih metoda inkapsulacije — postupak kojim se bioaktivni spojevi obavijaju zastitnim
materijalima radi povecanja njihove stabilnosti, zastite od nepovoljnih vanjskih utjecaja (pH,
oksidacije, izlozenosti svjetlosti i toplini), prikrivanja nezeljenih mirisa 1 okusa te postizanja
njihovog kontroliranog otpustanja u ciljanim dijelovima probavnog sustava. Medu razli¢itim
metodama inkapsulacije, ionsko geliranje isti¢e se kao jednostavna, ekoloski prihvatljiva
metoda koja se provodi u blagim procesnim uvjetima, bez potrebe za visokim temperaturama i
agresivnim kemikalijama. Temelji se na sposobnosti polianionskih biopolimera (najc¢esce
natrijevog alginata) da u prisutnosti bivalentnih kationa (najeS¢e Ca?") formiraju
trodimenzionalnu mrezastu strukturu — gel matriks unutar kojeg se mogu zarobiti bioaktivne
tvari. Ova metoda omogucuje visoku ucinkovitost inkapsulacije, ocuvanje osjetljivih aktivnih
tvari 1 potencijal za kontrolirano otpustanje aktivne tvari na ciljano mjesto apsorpcije u

organizmu.

U ovom radu istrazena je mogucnost inkapsulacije ekstrakata bogatih fenolnim spojevima iz tri
uzorka tropa grozda (cabernet sauvignon, cabernet franc 1 merlot) primjenom metode ionskog
geliranja te omotaca prirodnog porijekla. Kao osnovni omotac koriSten je natrijev alginat, dok
su u drugim formulacijama ispitane njegove kombinacije sa gumom arabikom, gumom
tragacanth, Zelatinom, maltodekstrinima 1 kitozanom. Odabir ovih omotaca temelji se na
njihovoj netoksi¢nosti, biorazgradivosti i tehnoloskoj prikladnosti za primjenu u prehrambenoj
1 farmaceutskoj industriji. Osim $to omogucuju stvaranje stabilnih gel matriksa, navedeni

omotaci posjeduju povoljna reoloska svojstva poput visoke sposobnosti zadrzavanja vode,
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odgovarajuce viskoznosti i elasti¢nosti te sposobnosti stvaranja trodimenzionalnih mrezastih

struktura potrebnih za u¢inkovito inkapsuliranje i kontrolirano otpustanje bioaktivnih spojeva.

Cilj ovog rada bio je razviti i optimirati proces inkapsulacije fenolnih ekstrakata tropa grozda
ionskim geliranjem koriste¢i omotace prirodnog porijekla s krajnjim ciljem povecanja
stabilnosti 1 biodostupnosti fenolnih spojeva u probavnom traktu u odnosu na neinkapsulirane
ekstrakte. U okviru rada provedena je sveobuhvatna fizikalno-kemijska, strukturna i
funkcionalna karakterizacija inkapsulata (geometrijski parametri, tekstura, morfologija
povrsine, termofizikalna svojstva, kristali¢nost/amorfnost, u¢inkovitost inkapsulacije fenolnih
spojeva, otpuStanje fenolnih spojeva tijekom simulirane probave in vitro te njihova
biodostupnost nakon simulirane probave in vitro). Osim toga provedena je inkapsulacija
ekstrakata tropa grozda s dodatne dvije metode, odnosno inkapsulacija suSenjem zamrzavanjem
1 inkapsulacija suSenjem rasprSivanjem te su usporedeni rezultati ostvarene biodostupnosti

fenolnih spojeva s obzirom na primijenjenu metodu, omotac i ekstrakt.
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2.1. TRENDOVI U PREHRAMBENOJ INDUSTRIJI - ODRZIVO I
KRUZNO BIOGOSPODARENJE

Svjetska populacija, prema demografskom izvjescu iz 2024., iznosi 8,2 milijarde ljudi, a prema
Ujedinjenim narodima ocekuje se da ¢e nastaviti rasti tijekom sljede¢ih 50 do 60 godina,
dosegnuvsi vrhunac od oko 10,3 milijarde ljudi sredinom 2080-ih (United Nations, 2024). Ovaj
porast stanovniStva potice povecanu potraznju za hranom i prirodnim resursima $to ne moze
biti zadovoljeno trenutacnim modelom linearnog gospodarstva zbog njegovih ogranicenja i

dugoroc¢ne neodrzivosti (Slika 2.1).

MODEL LINEARNOG GOSPODARSTVA

UZMI —— NAPRAVI —— ISKORISTI— BACI

_ s —

SIROVINA PROIZVODNJA POTROSNJA OTPAD I OSTACI

KONCEPT KRUZNOG BIOGOSPODARSTVA

?OTROg
Ny,
i

L \
A,
o
SIROVINA ——» O,,?
Io&d
Slika 2.1 Prikaz modela neodrzivog linearnog gospodarstva i koncepta odrzivog kruznog
biogospodarstva
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Naime, model linearnog gospodarstva temelji se na neodrzivom okviru ,,uzmi — napravi —
iskoristi — baci”, u kojem se prirodni resursi koriste za proizvodnju, koriste se, a zatim bacaju
kao otpad bez ponovne upotrebe. Glavni nedostatci ovog modela ukljucuju neodrzivo
iskoriStavanje resursa, proizvodnju velikih koli¢ina otpada, zagadenje okoliSa i1 emisije
staklenickih plinova koje doprinose globalnom zatopljenju (Jergensen i Pedersen, 2018;

Upadhayay i Algassimi, 2018).

U novije vrijeme tezi se prelasku na koncept kruznog odrzivog biogospodarstva kao odgovora
na nedostatke modela linearnog gospodarstva. Kruzno biogospodarstvo transformira
tradicionalne obrasce proizvodnje i potroSnje prema sustavu obnove i regeneracije sirovina
(Slika 2.1) (Del Borghi i sur., 2020). Ova odrziva strategija promice koriStenje i ponovnu
uporabu otpada i proizvodnih ostataka kako bi se osigurala opskrba hrane rastu¢oj populaciji,

smanjio gubitak sirovina te proizveli proizvodi s dodanom vrijednoS¢u (Pagotto i Halog, 2016).

U kontekstu prehrambene industrije, kruzno biogospodarstvo predstavlja sustav koji ima za cilj
smanyjiti gubitke hrane te primijeniti prikladne tehnologije kako bi se transformirao otpad, koji
nastaje tijekom proizvodnje hrane, u proizvode s dodanom vrijednosti (FAO, 2011). Prema
istrazivanju Stenmarck 1 suradnika (2016), godiSnje se u Europskoj uniji generira oko 88
milijuna tona otpada povezanog s hranom, ukljucujuci jestivi otpad 1 nejestive dijelove vezane
uz prehrambenu industriju. Najnoviji podaci Eurostata za 2024. godinu ukazuju da se godiSnje
stvori viSe od 59 milijuna tona otpada iskljucivo od hrane (Eurostat, 2024). Unato¢ odredenom
napretku u prelasku s linearnog na kruzni model gospodarstva, manje od 10 % svjetskog
biogospodarstva trenutacno koristi kruzni model (de Wit i sur., 2018). Proizvodni ostaci
poljoprivredno-prehrambene industrije zbog svog kemijskog sastava (bioaktivni spojevi,
enzimi, vitamini, minerali, proteini, $eceri 1 dr.) imaju potencijal iskoriStavanja u razli¢ite svrhe
kao $to su proizvodnja suplemenata i funkcionalnih proizvoda, dodaci u proizvodnji sto¢ne
hrane, ali koriste se i kao polazna sirovina u proizvodnji biogoriva (Sagar i sur., 2018). Prikaz
mogucnosti dobivanja bioproizvoda razli¢ite vrijednosti iz biomase ilustriran je na Slici 2.2,
gdje su prikazane razliCite skupine proizvoda ukljuc¢uju¢i manje koli¢ine proizvoda vise dodane
vrijednosti (vrh piramide) poput farmaceutskih i prehrambenih proizvoda, preko biopolimera i
kemikalija do proizvodnje energije, topline i snage odnosno proizvoda nize vrijednosti koji se
proizvode u ve¢im koli¢inama (baza piramide).Vazan element kruznog biogospodarstva je
kaskadno iskoriStavanje biomase, §to podrazumijeva koriStenje iste biomase u proizvodnji vise
razlicitih proizvoda u nizu, ¢ime se postize smanjenje nastanka otpada i povecava njegovo

recikliranje i ponovna uporaba te povecava ucinkovitosti i vrijednosti biomase prije kona¢nog
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odlaganja (Slika 2.2) (Jurgilevich i sur., 2016). Teoretski, ovo kaskadno iskoriStavanje biomase
bi slijedilo kretanje prema dolje po piramidi vrijednosti bioproizvoda, prelazeéi s
visokovrijednih na nize vrijedne primjene biomase. Ovaj pristup ne samo da smanjuje potrosnju
energije 1 sirovina, ve¢ ima sveobuhvatan utjecaj na drustvo, ekonomiju i okoli§ (Sharma i sur.,

2020).

LIJEKOVI I
FARMACEUTICI
/
HRANA I HRANA
- ZA ZIVOTINJE Al =
172) it =]
o \ =
5 / - &
2 8
e
>

BIOPLASTIKA I BIOPOLIMERI \
KEMIKALIJE I BIOGORIVA @ \ \
ENERGIJA, TOPLINA I SNAGA zzz \ \

Slika 2.2 Piramida proizvoda, iz biomase, s dodanom vrijedno$¢u koji se mogu proizvesti iz
ostataka poljoprivredno-prehrambene industrije (prilagodeno prema Lange i sur., 2012)

Nazalost, unato¢ njthovom potencijalu, proizvodni ostatci ¢esto se ne iskoristavaju dovoljno u
proizvodnim procesima. Umjesto toga, klasificiraju se kao otpad i odlazu na odlagalista ili
ostavljaju na poljima, Sto uzrokuje degradaciju cijelog ekosustava i iscrpljivanje resursa
(Shafiee-Jood 1 Cai, 2016). Prema tome, kruzno biogospodarstvo otvara put ka odrzivoj
buduénosti prehrambene industrije. IskoriStavanje proizvodnih ostataka, smanjenje gubitaka
hrane i prelazak na kruzne prakse kljucni su koraci prema osiguranju stabilne opskrbe hranom
za rastucu populaciju, istovremeno $tite¢i okoli$ 1 optimiziraju¢i resurse (Fidelis 1 sur., 2019;

Jiménez-Moreno i sur., 2020).
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2.2. TROP GROZDA

Vinova loza (Vitis vinifera L.) jedna je od najvise uzgajanih kultura na svijetu s prosjecnom
povrsinom pod lozom od 7,4 milijuna ha/godiSnje i1 proizvodnjom grozda od 106 milijuna
t/godiSnje (podaci za razdoblje 2013. — 2022.) (OIV, 2023). Grozde se uzgaja za konzumaciju
u svjezem obliku ili se preraduje u razne proizvode poput vina, dZzema, soka, zZelea, grozdica,
octa te ulja iz sjemenki grozda. Prema istrazivanjima, gotovo 80 % ukupne proizvodnje grozda
usmjerava se u proizvodnju vina (Zhu i sur., 2015), $to rezultira proizvodnjom vina od priblizno
27 milijardi litara godiSnje na svjetskoj razini (Amienyo i sur., 2014). Istrazivanja o koristima
vina za zdravlje ljudi stekla su poseban interes 1990-ih godina, uslijed ,,francuskog paradoksa®,
gdje je uoceno da Francuzi, unato¢ prehrani bogatoj zasi¢enim mastima 1 Se€erima, imaju
smanjenu ucestalost koronarnih bolesti §to se povezalo s visokom ucestalo$¢u konzumacije
vina. Ovaj paradoks povezan je s prisutnoscu fenolnih spojeva u vinu (Renaud i de Lorgeril,
1992). Od tada, potros$nja vina kontinuirano raste $to je rezultiralo pove¢anom proizvodnjom

vina, ali i pove¢anim nastajanjem proizvodnih ostataka vinarija.

Trop grozda je ¢vrsti proizvodni ostatak vinarske industrije organskog porijekla koji nastaje
tijekom procesa presanja i/ili fermentacije ovisno o tehnoloskom procesu vinifikacije, a ¢ini 10
— 30 % mase od ukupno preradenog grozda (Munoz-Bernal i sur., 2021). Ovaj proizvodni
ostatak sastoji se od preSanih koZica bobica grozda, djelomi¢no razgradenih stanica pulpe

grozda, sjemenki 1 ponekad peteljki grozda.

Kemijski sastav tropa groZda je izuzetno bogat te sadrzi znacajne udjele ukupnog ugljika (44,3
—52,9 %) 1 dusika (1,2 — 4,5 %), Secera ( 2,7 — 49,1 %), proteina (7,0 — 23,5 %), tanina (12,1 —
22,3 %), lipida (8,2 — 13,5 %), pepela (4,7 — 9,5 %), ukupnih fenolnih spojeva (4,8 — 6,7 %). U
najveéem udjelu nalaze se ukupna vlakana (42,6 — 74,5 %) od Cega je 28,7 — 42,2 % lignina;
9,2 — 14,5 % celuloze; 4,0 — 10,3 % hemiceluloze 1 3,7 — 6,2 % pektina (Buci¢-Koji¢ i sur.,
2017a) zbog Cega se trop grozda svrstavau lignoceluloznu biomasu. Uslijed bogatog kemijskog
sastava trop grozda smatra se vrijednim resursom za razliite primjene. Primjerice, zbog
visokog udjela bioloski aktivnih tvari poput fenolnih tvari trop se samostalno koristiti kao
dodatak prehrani s ciljem prevencije razvoja razliCitih bolesti modernog doba
(kardiovaskularne bolesti, neurodegenerativne bolesti, karcinomi i dr.) ili se moze koristiti kao
polazna sirovina u proizvodnji razli€itih visokovrijednih produkata (npr. enzimi, proteini, ulja,
nutraceutici, , biopolimeri, biosurfaktanti, biogoriva i dr.) (Garrido 1 Borges, 2013; Martins 1

sur., 2016). Nadalje, trop grozda se moze koristiti kao kompost (Santos i sur., 2016) ili dodatak



Martinovic J. Inkapsulacija ekstrakata tropa grozda... 2. TEORIJSKI DIO

u proizvodnji stocne hrane (Dwyer i sur., 2014), a u novije vrijeme se razmatra i kao dodatak u
gradevinskim izolacijama s pomoc¢u kojeg bi se mogla poboljsati toplinska izolacija (Mufioz i

sur., 2014).

Medutim, trenutni nacini zbrinjavanja i koristenja tropa grozda jos su uvijek neadekvatni i ¢esto
neodrzivi. Trop se uglavnom neplanski odlaze na polja ili se spaljuje, Sto moze negativno
utjecati na okoli$ 1 uzrokovati niz problema. Primjerice, visok udio fenolnih spojeva smanjuje
pH tropa grozda, otezava njegovu biolosku razgradnju te negativno utjece na pH tla i klijavost
(Drevelegka 1 Goula, 2020). Osim toga, drugi ekoloski problemi uklju¢uju onecis¢enje
povrsinskih i podzemnih voda, neugodne mirise, privlacenje muha i StetoCina koje mogu
prenositi bolesti te smanjenje razine kisika u tlu i podzemnim vodama zbog prisutnosti tanina i

drugih spojeva (Dwyer 1 sur., 2014).

2.3. FENOLNI SPOJEVI TROPA GROZPA

Fenolni spojevi predstavljaju najrasprostranjeniju skupinu sekundarnih metabolita biljka,
sintetiziranih putem Sikiminske kiseline tijekom normalnog razvoja biljaka ili kao odgovor na
razli¢ite okoli$ne stresove poput mikrobnih infekcija, ozljeda ili UV zracenja (Naczk i Shahidi,
2006). Ovi spojevi karakterizirani su prisutno$¢u najmanje jednog aromatskog prstena s
vezanom jednom ili viSe hidroksilnih skupina, a njihova strukturna raznolikost rezultira brojnim
klasifikacijama ovih spojeva. Glavne skupine fenolnih spojeva ukljucuju fenolne kiseline,
flavonoide, tanine, stilbene 1 lignane, pri ¢emu svaka skupina ima specifi¢ne kemijske 1 bioloske

karakteristike (Manach i sur., 2004; Tsao, 2010).

Trop grozda obiluje fenolnim spojevima te se procjenjuje da se oko 70 % fenolnih spojeva
prisutnih u grozdu zadrzava u tropu nakon procesa prerade u vino (Dwyer 1 sur., 2014;
Gonzalez-Centeno 1 sur., 2014). Ovi spojevi imaju razliite fizioloske ucinke u ljudskom
organizmu, ukljuujuéi antioksidativne, antialergijske, protuupalne, antimikrobne,
antitrombotske 1 antikarcinogene ucinke te kardioprotektivna svojstva (Silva i sur., 2020).
Kemijski sastav tropa grozda i udio fenolnih spojeva varira ovisno o mnogim faktorima,
ukljucujuéi sortu grozda, klimatske uvjete, agro-tehnoloSke uvjete uzgoja, tehnoloske uvjete
proizvodnje vina, stupanj zrelosti grozda tijekom berbe te uvjete skladiStenja (Rondeau i sur.,

2013).
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U dostupnoj znanstvenoj literaturi, naglasak se najceS¢e stavlja na proucavanje bioloske
aktivnosti fenolnih spojeva tropa, unato¢ bogatom kemijskom sastavu i brojnim navedenim

mogucnostima za odrzivo koristenje tropa grozda.

2.3.1. Fenolne Kiseline

Fenolne kiseline su gradene od aromatskog prstena i sadrZe najmanje jednu karboksilnu 1 jednu
fenolnu hidroksilnu skupinu. Dijele se na hidroksibenzojeve kiseline (Slika 2.3) i
hidroksicimetne kiseline (Slika 2.4). U biljkama, fenolne kiseline se najéesc¢e pojavljuju u
vezanom obliku s drugim prirodnim spojevima kao esteri ili glikozidi, dok se rjede nalaze u

slobodnom obliku (Kumar i Goel, 2019; Grgi¢ i sur., 2020).

Hidroksibenzojeve kiseline su derivati benzojeve kiseline s okosnicom od sedam ugljikovih
atoma C6-C1 strukture (Slika 2.3). One mogu biti dostupne u vezanom obliku sa Secerima ili
organskim kiselinama ili vezane za stani¢ne komponente. Najzastupljenije hidroksibenzojeve
kiseline ukljuc¢uju galnu kiselinu, p-hidroksibenzojevu kiselinu, salicilnu kiselinu, elaginsku
kiselinu, 3,4-dihidroksibenzojevu kiselinu, siringinsku kiselinu i vanilinsku kiselinu, a one se

medusobno razlikuju na temelju modifikacije aromatskog prstena (Rashmi i Negi, 2020).

0O

A OH
R2
R3

Kiselina R, R, R,
Benzojeva H H H
p-Hidroksibenzojeva H OH H
3.4-Dihidroksibenzojeva OH OH H
Vanilinska OCH; OH H
Siringinska OCH; OH OCH;
Galna OH OH OH

Slika 2.3 Osnovna kemijska struktura hidroksibenzojevih fenolnih kiselina (Grgi¢ i sur., 2020)
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Hidroksicimetne kiseline su derivati cimetne kiseline koji imaju okosnicu strukture C6-C3 i
¢eSce su prisutne u prirodi od hidroksibenzojevih kiselina (Slika 2.4). Obi¢no se pojavljuju u
razli¢itim konjugiranim oblicima. Medu njima su najcesS¢e p-kumarinska kiselina, cimetna
kiselina, kafeinska kiselina, ferulinska kiselina, sinapinska kiselina, izoferulinska kiselina 1 p-

hidroksicimetna kiselina (Rashmi i Negi, 2020).

Fenolne kiseline djeluju kao antioksidansi na razli¢ite nac¢ine odnosno sprjecavajuci metalnu
katalizu i neutraliziraju¢i slobodne radikale. S obzirom na to, pridonose opéem poboljsanju
zdravlja, prvenstveno zbog svojih antioksidativnih 1 protuupalnih svojstava (Tresserra-Rimbau
i sur., 2018). Istrazivanja su pokazala da imaju ulogu u sprjecavanju kardiovaskularnih bolesti
i razli¢itih vrsta raka (Goleniowski i sur., 2013); Stite od bolesti uzrokovanih oksidativnim
osSte¢enjima te pokazuju antimikrobna, antimutagena, hipoglikemijska 1 antiagregacijska

svojstva (Saxena i sur., 2012).

OH
O
R
R>
3
Kiselina R, R, R,
Cimetna H H H
p-Kumarinska H OH H
Kafeinska OH OH H
Ferulinska OCH;,4 OH H
Sinapinska OCH;, OCH;, OCH,

Slika 2.4 Osnovna kemijska struktura hidroksicimetnih kiselina (Grgi¢ i sur., 2020)

2.3.2. Stilbeni

Stilbeni, kategorizirani kao fitoaleksini, predstavljaju skupinu spojeva koje biljke sintetiziraju

kao adaptivni odgovor na stresne uvjete (Beres i sur., 2017). Ovi spojevi, sastavljeni od dva
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aromatska prstena povezana etilenskim mostom (Slika 2.5), kljucan su element u obrambenom
sustavu biljaka (Teixeira i sur., 2014). Stilbeni se nalaze u raznim dijelovima grozda poput

kozice, peteljki 1 sjemenki.

HO

Oy

Slika 2.5 Kemijska struktura stilbena (Grgi¢ i sur., 2020)

Najces¢i predstavnik stilbena u grozdu, vinu, i povezanim vinskim proizvodima i proizvodnim
ostatcima je resveratrol (El Khawand i sur., 2018). Sadrzaj stilbena moZze varirati medu sortama
grozda, bilo da se radi o bijelom ili crvenom grozdu, pri ¢emu crveni kultivari ¢esto imaju vece
udjele stilbena. Ove razlike u koncentraciji stilbena posljedica su sloZenih interakcija biotskih
1 abiotskih ¢imbenika, ukljucujuéi i razli¢ite metode prerade grozda. Stilbeni su pokazali da
posjeduju Sirok raspon bioloskih aktivnosti potencijalno korisnih za ljudsko zdravlje, kao $to

su neuroprotektivni, antioksidativni 1 antitumorski ucinci (Weiskirchen i Weiskirchen, 2016).

2.3.3. Lignani

Lignani su fenolni dimeri koji posjeduju strukturu 2,3-dibenzilbutana (struktura C6-C3-C3-C6)
(Slika 2.6) (Simpson i Amos, 2017). Vecina lignana obi¢no se slobodno pojavljuje u razli¢itim
izvorima hrane za ljude, dok se manji dio nalazi kao glikozidi u drvu i smoli nekih biljaka i kao
takvi imaju prilicno sloZzenu kemijsku strukturu (Landete, 2012). Upravo zbog svoje
raznolikosti, lignani pokazuju Sirok spektar bioloSkih aktivnosti, ukljucujuéi antioksidativna,
protuupalna, antivirusna i antikancerogena svojstva (Simpson i Amos, 2017). Lignani su Cesti
sastojak hrane bogate vlaknima, kao Sto su proizvodi od cjelovitih zitarica (Landete, 2012).
Takoder, mogu se pronaci u oraSastim plodovima, sjemenkama uljarica, Zitaricama, kruhu te
vocu, pri ¢emu koncentracija varira ovisno o biljnoj vrsti 1 uvjetima uzgoja (Manach 1 sur.,

2004; Landete, 2012).
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H,CO CH,OH
HO CH,OH
OCH,
OH

Slika 2.6 Kemijska struktura lignana (Grgi¢ i sur., 2020)

2.3.4. Flavonoidi

Flavonoidi predstavljaju najrasprostranjeniju skupinu fenolnih spojeva u biljnom svijetu.
Njihova vaznost proizlazi iz mnogostrukih pozitivnih biokemijskih i1 antioksidativnih u¢inaka
koji su povezani s prevencijom razli¢itih bolesti, uklju¢ujuci izmedu ostalih rak, Alzheimerovu
bolest i aterosklerozu (Panche i sur., 2016). Flavonoidi imaju Sirok spektar povoljnih u¢inaka
na promicanje zdravlja, a njihova antioksidativna, protuupalna, antimutagena i antikarcinogena
svojstva €ine ih vaznim za odrZavanje i1 unapredenje zdravlja te zbog toga imaju vaznu ulogu u
raznim nutraceutskim, farmaceutskim, medicinskim i kozmeti¢kim primjenama (Metodiewa i
sur., 1997). Struktura flavonoida temelji se na kosturu od 15 atoma ugljika (C6-C3-C6) koji se
sastoji od dva benzenska prstena A 1 B povezana preko heterociklickog prstena C koji sadrZzava
kisik (Slika 2.7). Ovisno o razlikama u strukturnim znacajkama, flavonoidi se dijele u razlicite

podskupine flavonole, flavanole, izoflavone, flavone, flavanone i antocijane.

Slika 2.7 Osnovna kemijska struktura flavonoida (Grgi¢ i sur., 2020a)
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Flavoni, prisutni u listovima, cvjetovima i plodovima biljaka poput celera, perSina, crvene
paprike, kamilice, mente i1 ginka bilobe, obi¢no se javljaju u obliku glukozida (Manach i sur.,
2004). Izoflavoni, pak, predstavljaju znacajnu podskupinu flavonoida, ¢esto prisutnu u soji i
drugim mahunarkama. Neki izoflavoni pronadeni su i u mikrobima, a igraju vaznu ulogu kao
prekursori za razvoj fitoaleksina tijekom interakcije biljnih mikroba (Aoki 1 sur., 2000).
Flavanoni, poput onih u agrumima kao $to su narance, limun i grejp jo$ su jedna znacajna
podskupina flavonoida (Slika 2.8). Sve ove podskupine flavonoida imaju antioksidativna,
protuupalna, antimikrobna i neuroprotektivna svojstva. Takoder, povezujuc¢i se sa smanjenim
rizikom od kardiovaskularnih bolesti i drugih kroni¢nih bolesti mogu pridonijeti opéem

zdravlju i dobrobiti organizma (Panche i sur., 2016).

Flavoni Izoflavoni Flavanoni

HO\@;Og |
OH 0
Ry R, R, R, R, R,
Apigenin H OH Daidzein H H Naringenin H OH
Luteolin OH OH Genistein OH H Hesperetin OH OCH,4
Krizin H H Glicitein OCH, H Eriodiktiol OH OH

Slika 2.8 Kemijska struktura flavona, izoflavona i flavanona (Grgi¢ i sur., 2020)

Flavonoli, kao podskupina flavonoida, Cesto se nalaze u sjemenkama grozda i obicno su
prepoznatljivi po zutoj boji ili su pak bezbojni. Medu ¢esto prisutnim flavonolima u grozdu,
ukljucujuéi 1 trop grozda, su miricetin, kvercetin 1 kempferol (Slika 2.9) (Cosme 1 sur., 2018).
Istrazivanja pokazuju da proizvodni ostaci crvenih kultivara grozda obiluju veéim
koncentracijama flavonola u usporedbi s bijelim (Teixeira i sur., 2014). Flavanoli ili flavan-3-
oli, predstavljaju izuzetno kompleksnu podskupinu flavonoida, obilno zastupljenu u Sirokom
spektru voca i povrca (Slika 2.9) (Beres i sur., 2017). Ovi bioaktivni spojevi pokazuju znacajan
utjecaj na kljucne parametre kvalitete vinskih proizvoda, ukljucujuci trpkost, gor¢inu, kiselost,
slatkocu, viskoznost, aromu, boju te strukturu (Teixeira i sur., 2014). U tropu grozda, flavanoli
su uz fenolne kiseline najzastupljeniji fenolni spojevi, a naj¢es¢e prisutni predstavnici su (+)-
katehin, (—)-epikatehin, (—)-epikatehin galat te oligomerni i polimerni procijanidini. Flavanoli
se Cesto pojavljuju u kondenziranom obliku u obliku oligomernih i polimernih struktura,

poznatih kao kondenzirani tanini. Crvene i bijele sorte vina razlikuju se u profilu i koncentraciji

14



Martinovic J. Inkapsulacija ekstrakata tropa grozda... 2. TEORIJSKI DIO

flavanola, pri ¢emu crvene sorte obi¢no sadrze vecu koli¢inu i raznolikost ovih spojeva, osobito
u pokozici i sjemenkama (Beres i sur., 2017). Antocijani, crveni biljni pigmenti, predstavljaju
kljucne fenolne spojeve u crvenim sortama grozda te njihovim proizvodnim ostacima (Beres 1
sur., 2017). Ovi spojevi su prepoznati kao antioksidansi (Rockenbach i sur., 2011) i
antimikrobici (Caldas 1 sur., 2018). Topljivi su u vodi, a osjetljivi na pH, svjetlo, prisutnost
kisika, enzima, askorbinske kiseline, sumporovog dioksida i metalnih iona (Beres i sur., 2017).
Unato¢ njihovoj nestabilnosti, istraZzivanja su usmjerena na njihovu potencijalnu upotrebu u
prehrambenom sektoru zbog znacajnog antioksidativnog potencijala 1 potencijalnih
zdravstvenih dobrobiti (De Souza i sur., 2015). Glavni antocijani prisutni u tropu grozda
ukljucuju cijanidin, peonidin, delfinidin, petunidin i malvidin 3-O-glikozid (Slika 2.9) (K0drdsi
1sur., 2022).

Flavonoli Flavanoli Antocijani

Rs

OH
HO O a» galoil
* OH o OH
R
1

OH HO oH

OH

R, R, R, R, R, R, R,
Kempferol H H (+)-katehin OH H H Cijanidin OH H
Miricetin OH OH (-)-epikatehin H OH H Delfinidin OH OH
Kvercetin OH H (-)-epigalokatehin H OH OH Malvidin OCH;, OCH;
Isorhamnetin OCH, H (-)-epikatehin galat H galoil H Pelargonidin H H
(-)-epigalokatehin galat H galoil  OH Peonidin OCH, H
Petunidin OCH, OH

Slika 2.9 Kemijska struktura flavonola, flavanola i antocijana (Grgi¢ i sur., 2020)

2.4. EKSTRAKCIJA FENOLNIH TVARI IZ TROPA GROZPA

Ekstrakcija fenolnih spojeva iz tropa grozda predstavlja kljuc¢ni korak u izolaciji 1 identifikaciji
ovih vaznih fitokemikalija. Postoje razli¢ite metode koje se koriste u tom procesu, s naglaskom

na konvencionalne i alternativne metode ekstrakcije (Wang 1 sur., 2020).

Konvencionalne metode ekstrakcije (npr. soxlet ekstrakcija, perkolacija, maceracija, itd.)
fenolnih spojeva obuhvacaju postupke ekstrakcije uz primjenu otapala poput metanola, etanola,
acetona, vode 1 njihovih smjesa. lako su ove metode Siroko koriStene, imaju odredene
nedostatke kao $to je dugo trajanje, visoki utroSak otapala te niski prinosi ekstrakata i ciljanog

analita zbog potencijalne toplinske degradacije. Dodatno, odlaganje i regeneracija otapala
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predstavljaju ekoloski izazov zbog moguceg onecis¢enja okolisa neodgovaraju¢im odlaganjem

toksicnih otapala (Drevelegka i Goula, 2020).

U posljednjih nekoliko godina, razvijene su brojne alternativne metode ekstrakcije koje
nadilaze nedostatke konvencionalnih metoda. Ove metode ukljucuju ekstrakciju potpomognutu
ultrazvukom, ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima, ekstrakciju superkriticnim fluidima,
ekstrakciju tekué¢inom pod tlakom, ekstrakciju pulsiraju¢im elektri¢nim poljem i ekstrakciju
prirodnim eutektickim otapalima. U usporedbi s konvencionalnim metodama, alternativne
metode omogucuju brzu 1 ucinkovitiju ekstrakciju, vecu selektivnost prema ciljanim
bioaktivnim spojevima, nizu potro$nju organskih otapala, te manje negativno djelovanje na
okolis. Dodatno, brojne od ovih metoda provode se pri nizim temperaturama, ¢ime se smanjuje
rizik od degradacije toplinski osjetljivih fenolnih spojeva. Osim toga, njihove krace vrijeme
obrade, energetska ucinkovitost, te mogucnost prilagodbe industrijskim procesima ¢ine ih
privlatnim rjeSenjima za komercijalnu primjenu u ekstrakciji fenolnih spojeva iz

agroindustrijskog otpada (Wang i sur., 2020).

S obzirom na strukturnu raznolikost fenolnih spojeva, ne postoji univerzalna metoda kojom bi
se mogli ucinkovito ekstrahirati svi fenolni spojevi stoga je potrebno optimirati svaki
ekstrakcijski proces u odnosu na kljune procesne parametre. NajceS¢e koriStena metoda
ekstrakcije fenolnih spojeva iz tropa grozda jest konvencionalna kruto-tekuca ekstrakcija ¢ija
ucinkovitost ovisi o viSe faktora ukljucujuci vrstu otapala, omjer otapalo-uzorak, veli¢inu
Cestica, temperaturu i trajanje ekstrakcije. Vrsta otapala ima kljunu ulogu jer odreduje
topljivost fenolnih spojeva koji su uglavnom polarni, pa se u tu svrhu najcesce koriste polarna
otapala. U kontekstu ekoloSke prihvatljivosti 1 primjene u prehrambenoj industriji, etanol se
preferira pred metanolom zbog nize toksi¢nosti i bolje sigurnosno-zdravstvene prihvatljivosti.
Naime, etanol je, za razliku od metanola prihvacen kao generalno sigurno otapalo (Generally
Recognized as Safe; GRAS) od strane Europske agencije za sigurnost hrane te Stru¢nog odbora
za prehrambene aditive Organizacije za prehranu i1 poljoprivredu (Food and Agriculture
Organization — FAO) 1 Svjetske zdravstvene organizacije (World Health Organization - WHO)
(Teixeira 1 sur., 2014; Caldas i sur., 2018). Omjer otapalo-uzorak utjeCe na ucinkovitost
ekstrakcije kroz uspostavu koncentracijskog gradijenta te se povecanjem koli¢ine otapala Cesto
se postize veci prinos, ali se pritom moze do¢i 1 do razrjedenja ekstrakta. Veliina Cestica
sirovine odreduje ukupnu kontaktnu povrSinu s otapalom te manje Cestice imaju vecu povrsinu
kontakata s otapalom pri ¢emu se povecava brzina difuzije 1 ubrzava prijenos mase $to u

konacnici doprinosi vecoj ekstrakcijskoj u€inkovitosti. Temperatura ekstrakcije znacajno utjece
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na kinetiku procesa. PoviSena temperatura moze povecati topljivost i brzinu difuzije fenolnih
spojeva, no istodobno moze uzrokovati termalnu degradaciju toplinski osjetljivih komponenata.
Zbog toga je potrebno odrediti optimalnu temperaturu koja omogucuje visoku ucinkovitost
ekstrakcije uz oCuvanje stabilnosti spojeva. Na kraju, vrijeme ekstrakcije takoder treba pazljivo
prilagoditi budu¢i da prekratko vrijeme procesa moze rezultirati nepotpunom ekstrakcijom, dok
produljeno trajanje ne mora dodatno povecati prinos, a moze povecati rizik od oksidacije 1

razgradnje fenolnih spojeva.

2.5. BIORASPOLOZIVOST FENOLNIH SPOJEVA

Pojmovi biodostupnost, bioraspoloZivost i bioaktivnost spojeva tema su brojnih znanstvenih
istrazivanja, ali se ¢esto medusobno mijesaju i pogresno interpretiraju. Za bolje razumijevanje
ucinka bioaktivnih spojeva, kao §to su fenolni spojevi, klju¢no je jasno razgraniciti ove pojmove
jer se oni odnose na razli¢ite faze njihova unosa, apsorpcije, metabolizma i bioloskog djelovanja

fenolnih spojeva u ljudskom organizmu.

e Biodostupnost (Bioaccessibility) oznacava udio spoja ili njegove frakcije koji se
tijekom probave oslobada iz matriksa hrane, ¢ime postaje dostupan za apsorpciju 1/ili
asimilaciju u gastrointestinalnom sustavu (Rein 1 sur., 2013; Carbonell-Capella 1 sur.,
2014). Predstavlja prvi preduvjet za bilo kakav bioloski uc¢inak.

e BioraspoloZivost (Bioavailability) obuhvaca S§iri pojam 1 ukljuuje ne samo
biodostupnost, ve¢ i apsorpciju spoja kroz crijevhu membranu, njegov prijenos
krvotokom, distribuciju u ciljna tkiva te sudjelovanje u metabolickim procesima
(Carbonell-Capella i sur., 2014). Drugim rije¢ima, bioraspoloZzivost definira udio spoja
koji organizam moze ucinkovito iskoristiti.

e Bioaktivnost (Bioactivity) odnosi se na specificne bioloske ucinke spoja, primjerice
antioksidacijsko, protuupalno ili antikancerogeno djelovanje, 1 mozZe se ostvariti samo

ako je aktivna tvar prethodno biodostupna i bioraspoloZiva.

Prikaz povezanosti ovih pojmova prikazan je na Slici 2.10.
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BIORASPOLOZIVOST BIODOSTUPNOST BIOAKTIVNOST

ukljucuje transport

udio sastojka koje ljudsko ukljucuje probavu, sastojka do tkiva i
tijelo moze pohraniti ili apsorpciju i asimilaciju asimilaciju,
iskoristiti u razlic¢itim spoja kroz crijevni epitel medudjelovanje s drugim
metabolickim i te crijevni i jetreni molekulama,
fizioloskim procesima metabolizam metabolizam i
biotransformacije

Slika 2.10 Povezanost pojmova: bioraspolozivost, biodostupnost i bioaktivnost (prilagodeno prema
Grgic i sur. (2020))
Zbog kemijske raznolikosti fenolnih spojeva te njihove slabe topljivosti i osjetljivosti na uvjete
probavnog sustava, njihov se bioloski u€inak Cesto ne ostvaruje u punom potencijalu. Osim
toga, Cimbenici poput obrade hrane, sastava matriksa hrane 1 interakcija s drugim
komponentama dodatno otezavaju njihovu biodostupnost i bioraspolozivost (Siddiqui i sur.,

2009; Tresserra-Rimbau i sur., 2018).

U sljede¢im potpoglavljima ukratko su opisani glavni ¢imbenici koji utjecu na bioraspoloZivost
fenolnih spojeva, procesi njihove probave u gastrointestinalnom sustavu te in vitro modeli koji

se koriste za ispitivanje njihove biodostupnosti.

2.5.1. Faktori koji utjecu na bioraspolozivost fenolnih spojeva

Na bioraspolozivost fenolnih spojeva utjece niz medusobno povezanih ¢imbenika, koji se mogu
grupirati u tri osnovne kategorije: (1) kemijska svojstva samih spojeva, (2) svojstva matriksa
hrane 1 (3) karakteristike probavnog sustava ¢ovjeka (Rein 1 sur., 2013; Carbonell-Capella i

sur., 2014).

Od kemijskih svojstava, posebnu ulogu ima molekularna struktura fenolnih spojeva ukljucujuci
broj 1 polozaj hidroksilnih skupina, stupanj polimerizacije, prisutnost Se¢ernih jedinica te oblik
u kojem spoj postoji (slobodni, esterski ili glikozidni oblik). Spojevi s nizom molekularnom
masom 1 jednostavnijom strukturom imaju vecu sposobnost apsorpcije u tankom crijevu, dok
se vece 1 kompleksnije molekule razgraduju ili metaboliziraju u debelom crijevu, najcesce
djelovanjem crijevne mikrobiote (Manach i sur., 2004; Crozier i sur., 2010). Uz strukturu,
vaznu ulogu ima i topljivost spoja. Budu¢i da su mnogi fenolni spojevi slabo topljivi u vodi, to
znacajno ogranicava njihovu biodostupnost. Lipofilniji spojevi se teZe oslobadaju iz matriksa
hrane 1 slabije difundiraju kroz crijevnu membranu, §to dodatno otezava njihovu apsorpciju

(Gao 1 Hu, 2010; Li i sur., 2015).
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Sastav matriksa hrane, kao §to su prisutnost masti, proteina, polisaharida ili vlakana, dodatno
utjece na oslobadanje i apsorpciju fenolnih spojeva. Primjerice, masti mogu povecati apsorpciju
lipofilnih fenola, dok dijetalna vlakna mogu vezati fenole i tako smanjiti njihovu dostupnost za

apsorpciju (Rein 1 sur., 2013).

Medu karakteristikama probavnog sustava koje utjeCu na bioraspolozivost fenolnih spojeva,
najvaznije su promjene pH vrijednosti tijekom probave, prisutnost probavnih enzima,
izlu¢ivanje Zu¢nih soli te aktivnost crijevne mikrobiote (Rein i sur., 2013; Carbonell-Capella i
sur., 2014). Tijekom prolaska kroz gastrointestinalni trakt, pH se mijenja od kiselog u Zelucu
do neutralnog ili blago alkalnog u crijevima §to moze utjecati na stabilnost i1 transformaciju
fenolnih spojeva. Neki spojevi su osjetljivi na povisene pH vrijednosti, dok drugi postaju
aktivniji tek nakon takvih promjena. Probavni enzimi, poput esteraza i glukozidaza, omogucuju
hidrolizu fenolnih spojeva, ¢ime olaksavaju njihovu apsorpciju u tankom crijevu. Zuéne soli,
koje se izluCuju u tankom crijevu, povecéavaju topljivost lipofilnih spojeva i time povecavaju
njihovu topljivost i dostupnost za apsorpciju. U debelom crijevu, crijevna mikrobiota
razgraduje fenolne spojeve koji nisu prethodno apsorbirani, pretvarajuci ih u jednostavnije,
bioloski aktivne metabolite. Ti metaboliti mogu imati slican ili ¢ak jac¢i bioloSki ucinak od
pocetnih spojeva, ¢ime mikrobiota dodatno pridonosi ukupnoj bioraspolozivosti 1 bioaktivnosti

fenola (Gao 1 Hu, 2010; Cardona i sur., 2013).

2.5.2. Probava fenolnih spojeva u gastrointestinalnom sustavu

Probava fenolnih spojeva u ljudskom organizmu ukljucuje niz mehanickih, kemijskih 1
enzimskih procesa koji omogucuju njihovo oslobadanje iz matriksa hrane, transformaciju 1

potencijalnu apsorpciju u razliitim dijelovima gastrointestinalnog sustava (Slika 2.11).

Proces probave zapoc€inje u usnoj Supljini, gdje se mehanickom obradom i1 kontaktom sa slinom
fenolni spojevi pocinju oslobadati iz matriksa hrane (Corona i sur., 2014). Enzim amilaza,
prisutan u slini, ima ogranicen ucinak na razgradnju fenolnih spojeva, dok kiselinski proteini
koji se nalaze u ustima mogu stupiti u interakciju s fenolnim spojevima, posebno s
proantocijanidinima, flavanolima i taninima, tvore¢i s njima netopive ili slabije dostupne
komplekse (Soares i sur., 2011; Bandyopadhyay i sur., 2012; Lewandowska i sur., 2013; Bohn,
2014; Corona 1 sur., 2014; Brandao 1 sur., 2020). Ove interakcije mogu utjecati na daljnju
stabilnost 1 biodostupnost fenolnih spojeva u kasnijim fazama probave. Uz to, Zvakanje hrane

ima vaznu ulogu jer smanjuje veli¢inu Cestica, ¢ime se povecava povrSina dostupna probavnim
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enzimima, $§to u konac¢nici moze olaksati oslobadanje i apsorpciju fenolnih spojeva. U zelucu,
fenolni se spojevi oslobadaju pod djelovanjem niskog pH (2—4) i pocetnog procesa
depolimerizacije, gdje se polimerni i oligomerni spojevi razgraduju u manje, jednostavnije
spojeve. lako je Zeludac primarno odgovoran za fizicku i kemijsku razgradnju hrane, neke

nestabilne fenolne molekule mogu se ve¢ ovdje djelomi¢no transformirati.

U tankom crijevu, gdje pH raste (~ 7), ulogu preuzimaju pankreatin i zu¢ne soli, koji potpomazu
daljnje otapanje fenolnih spojeva. Apsorpcija jednostavnih fenola odvija se putem hidrolize

glikozidnih veza, koju omogucuju:

e laktaza-florizin-hidrolaza — na povrSini crijevnih resica, i

e citosolna B-glukozidaza — unutar epitelnih stanica.

Apsorpcija malih fenolnih spojeva moze se odvijati pasivhom difuzijom (djelovanjem laktaze-
florizin-hidrolaze) ili aktivnim transportom putem natrij-ovisnog glukoznog transportera
(citosolna B-glukozidaza) (D’ Archivio i sur., 2010; Tarko i sur., 2013). Fenolni spojevi koji se

ne apsorbiraju u tankom crijevu nastavljaju put prema debelom crijevu.

U debelom crijevu, glavnu ulogu ima crijevna mikrobiota, koju ¢&ini vise od 10'2
mikroorganizama po gramu crijevnog sadrzaja. Buduc¢i da crijevna mikrobiota obavlja mnoge
funkcije koje covjekov organizam ne moZze samostalno provesti, Cesto se naziva
»superorganizmom® (Kasote 1 sur., 2018). Kada je rije¢ o fenolnim spojevima, mikrobiota
proizvodi enzime poput B-glukozidaze, B-ramnozidaze 1 esteraza, koji razgraduju sloZene
fenolne spojeve odnosno oligomere, glikozide, estere u jednostavnije metabolite. Ti metaboliti,
zbog svoje jednostavnije strukture, mogu se lakSe apsorbirati te pokazivati pojacanu ili
izmijenjenu bioloSku aktivnost u usporedbi s izvornim spojevima (Kasote i sur., 2018; Tarko 1

sur., 2013).
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Slika 2.11 SaZeti prikaz koraka ukljucenih u probavu fenolnih spojeva (prilagodeno prema Yang i
sur., 2020)

2.5.3. In vitro staticki model ispitivanja biodostupnosti fenolnih spojeva

Iako prethodno opisani procesi probave fenolnih spojeva opisuju stvarne fizioloSke uvjete u
ljudskom organizmu, njihova evaluacija u istraZivanjima zahtijeva reprodukciju tih uvjeta u
laboratoriju. U tu svrhu razvijeni su in vitro modeli probave, koji omogucuju procjenu
biodostupnosti bez potrebe za in vivo eksperimentima. Budu¢i da su in vivo ispitivanja skupa,
vremenski zahtjevna i eticki osjetljiva, sve se cesce koriste in vitro modeli probave kao zamjena
ili nadopuna stvarnim bioloSkim sustavima. Ti se modeli temelje na simulaciji fizioloskih uvjeta
gastrointestinalnog trakta, ukljucujuci vrijeme probave, prisutnost 1 koncentraciju enzima, pH

vrijednosti i temperature, koncentracije soli, a dijele se na staticke i dinamicke modele.

Staticki modeli su jednostavniji i najcesce koriSteni. U njima su uvjeti fiksni tijekom cijele
simulacije, bez promjena u pH, sastavu enzima ili volumenu medija. Takoder, ne simuliraju se
fizioloSki procesi poput mehani¢kog mijeSanja, peristaltickog gibanja, postupnog otpustanja
enzima ili postupnog praznjenja sadrzaja, zbog ega su probavni produkti izloZeni staticnim
uvjetima bez dinamike transporta (Kong i Singh, 2010). Glavni nedostatak statickih modela je

Sto ne mogu u potpunosti replicirati dinamicke uvjete u ljudskom probavnom sustavu kao Sto
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su postupne promjene pH vrijednosti, izlu€ivanje enzima i praznjenje Zeluca te interakciju
probavne hrane s crijevnom mikrobiotom. Unato¢ svojim ograni¢enjima, staticki modeli
omogucuju brzu, ponovljivu i relativno pouzdanu procjenu biodostupnosti bioaktivnih spojeva.
Njihova validacija se ¢esto provodi usporedbom s rezultatima dobivenima iz in vivo studija na
ljudima i zivotinjskim modelima, pri ¢emu se moze posti¢i njihova vrlo dobra korelacija

(Wojtunik-Kulesza i sur., 2020).

S druge strane, dinamicki modeli nude naprednije simulacije koje ukljuuju kontinuirane
promjene fizikalno-kemijskih uvjeta, Sto omogucuje bolju usporedbu s in vivo podacima. Ipak,
zbog visoke cijene, kompleksnosti i zahtjeva u opremi kod ovih modela, staticki modeli i dalje

se Siroko koriste u preliminarnim istrazivanjima (Wojtunik-Kulesza 1 sur., 2020).

Jedan od najceSce koriStenih standardiziranih modela je INFOGEST protokol koju su razvili

Brodkorb i sur. (2019). Prema ovom protokolu, simulira se:
e oralna faza — inkubacija usitnjenog uzorka sa ili bez dodatka a-amilaze pri pH 7;
e Zelucana faza - hidroliza pepsinom pri pH 1-2 i
e crijevna faza — dodatak pankreatina i Zzu¢nih soli pri pH 6—7

unutar istog reaktora pri temperaturi od 37 °C. Slika 2.12 prikazuje shemu tijeka i koriStene

parametre ovog in vitro statickog modela simulirane probave.
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Slika 2.12 Tijek 1 parametri in vitro statiCkog modela simulirane probave prema INFOGEST
standardiziranoj metodi (Brodkorb i sur., 2019)

2.6. INKAPSULACIJA FENOLNIH SPOJEVA

Inkapsulacija predstavlja proces u kojem se Cvrste, tekuce ili plinovite tvari oblazu tankim
slojem polimera, ¢ime nastaju mikro- ili nanocestice, ovisno o postupku i veli€ini proizvedenih
Cestica. Sastojak, koji se inkapsulira, poznat je kao jezgra ili aktivna tvar, a materijal koji ga
obavija omotac, nosa¢, premaz ili membrana (Eghbal i Choudhary, 2018). Inkapsulacija se
najces¢e provodi zbog zaStite aktivnih tvari od potencijalnih negativnih utjecaja kemijske
oksidacije, enzimske razgradnje te ostalih faktora okoline (Jyothi i sur., 2010; Poshadri i Kuna,
2010) kao i zbog oc¢uvanja zeljenih okusa, aroma i boja, te maskiranja potencijalno neugodnog

izgleda, okusa 1 mirisa proizvoda (Ribeiro i sur., 2019).

Posljednjih godina, ova tehnologija intenzivno se istraZzuje kao perspektivna alternativa za
ocuvanje i poboljSanje svojstava ekstrakata dobivenih iz proizvodnih ostataka prehrambene
industrije te svojstava drugih aktivnih tvari koji nalaze primjenu u razli¢itim industrijama
(Aizpurua-Olaizola 1 sur., 2016; Akhavan Mahdavi i sur., 2016; Moreno 1 sur., 2018; Tsali i
Goula, 2018).
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Istrazivanje inkapsulacije biljnih ekstrakata ukljucujuéi i ekstrakte dobivene iz proizvodnih
ostataka prehrambene industrije, (primjerice tropa grozda iz vinarija) od posebnog je interesa
zbog prisutnosti brojnih bioaktivnih spojeva u njima s posebnim naglaskom na fenolne spojeve.
Fenolni spojevi pokazuju Sirok spektar bioloskih ucinaka, ukljuc¢ujuci antioksidativna,
antimikrobna, antifungalna, protuupalna i antidijabeticka svojstva (Brezoiu i sur., 2019; Tolun
i sur., 2020). Unato¢ tim pozitivnim karakteristikama, stabilnost fenolnih spojeva moze biti
narusena razli¢itim ¢imbenicima kao Sto su pH, prisutnost metalnih iona, izloZenost svjetlu,
temperaturi, kisiku 1 enzimskoj aktivnosti (Ballesteros i sur., 2017; Yamashita i sur., 2017). U
kontekstu navedenog, inkapsulacija se istice kao strategija koja znac¢ajno poboljSava stabilnost
1 bioraspolozivost fenolnih spojeva. Materijal za oblaganje aktivne tvari, klju¢na komponenta
u procesu inkapsulacije, djeluje kao zaStitni omotac koji §titi fenolne spojeve od nepozeljnih
reakcija razgradnje, istovremeno omogucavajuci kontrolirano otpustanje i ciljanu dostavu pod

specifinim uvjetima (Aizpurua-Olaizola i sur., 2016).

Pri odabiru metode inkapsulacije, nuzno je uzeti u obzir niz faktora, ukljucujuéi veli¢inu Cestica,
fizikalno-kemijska svojstva aktivne tvari, vrstu omotaca, mehanizme otpustanja i ekonomske
aspekte, odnosno troSkove procesa (Akhavan Mahdavi i sur., 2016). Ovaj pristup omogucuje
prilagodavanje procesa inkapsulacije prema specificnim zahtjevima inkaspulacijskog sustava —
inkapsulata (omota¢ + aktivna tvar) 1 njegovim Zeljenim karakteristikama, istovremeno

pridonoseci postizanju optimalne u¢inkovitosti procesa inkapsulacije i ekonomske isplativosti.

2.6.1. Omotaci

Odabir omotaca za inkapsulaciju temelji se na svojstvima aktivne tvari te fizikalno-kemijskim
svojstvima omotaca kao Sto su topljivost, molekularna tezina, kristali¢nost, viskoznost,
sposobnost difuzije aktivne tvari kroz njega, sposobnost formiranje filma, emulgacijska
svojstva, te otpornost na uvjete gastrointestinalnog trakta (Rezende 1 sur., 2018). Odabrani
omotac treba biti inertan prema aktivnoj tvari koja se inkapsulira, kompatibilan s aktivnom tvari
1 omoguciti kontrolirano otpustanje 1 ciljanu dostavu aktivne tvari (Favaro-Trindade i sur.,
2010). Kada se koristi u prehrambenoj industriji, omota¢ mora imati GRAS svojstva, biti
biorazgradiv, netoksi¢an i dovoljno stabilan da zastiti aktivnu tvar tijekom obrade, skladiStenja
i prilikom konzumacije (Nedovic i sur., 2011). Omotaci se uobicajeno dijele u tri glave skupine:
polisaharide, lipide/masti 1 ulja, voskove te proteine. U idu¢im potpoglavljima bit ¢e opisani
omotaci koji nalaze primjenu u prehrambenoj, farmaceutsko i kozmetickoj industriji, a
prirodnog su porijekla.

24



Martinovic J. Inkapsulacija ekstrakata tropa grozda... 2. TEORIJSKI DIO

2.6.1.1. Polisaharidi

Najcesce koriSteni omotaci za inkapsulaciju su polisaharidi, jer imaju sposobnost povezivanja
aktivne tvari u amorfnu jedinicu, ¢ime omogucuju formiranje ¢vrstih i stabilnih Cestica Sto
pridonosi ocuvanju integriteta inkapsulata tijekom proizvodnje i skladiStenja (Labuschagne,
2018). Kada je cilj osigurati prijenos bioaktivnih tvari i njihovo kontrolirano otpustanje u
specificnim dijelovima probavnog sustava, polisaharidi se isticu zbog sposobnosti zastite
inkapsulata od razgradnje u Zelucu, a mogu se ciljano razgraditi i osloboditi sadrzaj u tankom
ili debelom crijevu (De Vos i sur., 2010a). Na taj na¢in, ovi materijali pokazuju znacajnu ulogu
u postizanju kontroliranog otpustanja i ciljane dostave bioaktivnih sastojaka u odredenim

dijelovima gastrointestinalnog sustava gdje se odvija apsorpcija.

Skrob i derivati

Skrob je slozeni polisaharid sastavljen od glukoznih jedinica povezanih a-D-glukozidnim
vezama. Glavne komponente ukljucuju amilozu, linearni polimer a-D-glukoze, 1 amilopektin,
razgranati polimer. Zbog svojih povoljnih svojstava emulgiranja i topljivosti, te ekonomske
isplativosti, poput niske cijene i visoke dostupnosti, Skrob se pokazao prikladnim materijalom
za inkapsulaciju mnogih aktivnih tvari. Ipak Cesto se modificira putem fizikalnih, kemijskih 1
biokemijskih metoda, stvaraju¢i derivate (maltodekstrini, ciklodekstrini, acetilirani Skrob,
Skrobni eteri) koji se ¢eSce koriste u usporedbi s nemodificiranim Skrobom (Fernandes i sur.,
2013). Ti derivati pokazuju potencijal u razvoju inovativnih proizvoda s poboljSanim okusom,

nutritivnim 1 senzorskim svojstvima te produljenim rokom trajanja (Guo i sur., 2021).

Maltodekstrini, nastaju djelomi¢nom hidrolizom kukuruznog S$kroba uz pomo¢ kiselina ili
enzima (Slika 2.13) (Labuschagne, 2018). Ovi derivati Cesto se primjenjuju u raznim metodama
inkapsulacije poput ekstruzije i suSenja rasprSivanjem (Otalora i sur., 2015; Tackenberg 1 sur.,
2015). Karakterizira ih termicka stabilnost, neutralan okus, odsutnost mirisa i laka probavljivost

(Munin 1 Edwards-Lévy, 2011; Tackenberg 1 sur., 2015).

Kao alternativa maltodekstrinima, cesto se koristi inulin, fruktooligosaharid koji se
komercijalno proizvodi iz cikorije (Bakowska-Barczak i Kolodziejczyk, 2011; Labuschagne,
2018). Zbog svojstva viskoelasti¢nosti, inulin ima sposobnost formiranja mekanih inkapsulata
s niskim stupnjem apsorpcije vode, Sto rezultira s povecanom stabilnosti inkapsuliranih

komponenti (Botrel 1 sur., 2014; Labuschagne, 2018). Premda je inulin manje istrazivan u
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usporedbi s maltodekstrinima, istice se kao prikladan omotac¢ zbog svojih prebioti¢kih svojstava
1 utjecaja na smanjenje rizika od pojavnosti raka debelog crijeva te potice apsorpciju minerala
1 donosi brojne druge korisne ucinke (Beirdo-da-Costa i sur., 2013; Robert i Fredes, 2015;

Labuschagne, 2018).
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Slika 2.13 Kemijska struktura maltodekstrina (n = jedinice glukoze po lancu) (Cupone i sur., 2022)

Ciklodekstrini predstavljaju enzimatski modificirane Skrobove s karakteristicnim oblikom
koSare (Slika 2.14). Njihova struktura je takva da su iznutra hidrofobni, dok su izvana
hidrofilni, §to im omogucuje stvaranje kompleksa s razli¢itim organskim spojevima (Marques,
2010; Pinho i sur., 2014). Ova jedinstvena struktura ciklodekstrina pridonosi sposobnosti
formiranja kompleksa s razli¢itim molekulama, a veli¢ina Supljine ciklodekstrina omogucuje

selektivnost u inkapsulaciji odredenih komponenata (Szente i Fenyvesi, 2017).
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Slika 2.14 Kemijska struktura tri vrste ciklodekstrina (a-, B- 1 y-CD) sadrzanih od $est, sedam i
osam 0-(1,4)-povezanih glikozilnih jedinice (Nikitenko i Prassolov, 2013)
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Celuloza i derivati

Celuloza, Siroko rasprostranjen i obnovljiv polimer koji posjeduje izvrsna mehanicka i kemijska
svojstva, sastavljen je od B-D-glukoze ¢iji su lanci povezani B-(1—4)-glikozidnim vezama
(Mishra, 2016). Proizvodnja proizvoda od celuloze predmet je interesa znanstvenika koji rade
u podruc¢jima kemije, kemijskog inZenjerstva, biokemije i mnogih drugih podrucja vezanih uz
dizajn bioloskih materijala. Celuloza je podlozna kemijskoj modifikaciji, omogucujuci
prilagodbu njezinih svojstava zeljenoj primjeni, a ima hidrofilne ili hidrofobne karakteristike,
te moze biti pozitivno ili negativno nabijena (Lukova i sur., 2023). Celuloza i derivati celuloze
kljuéni su u inkapsulaciji zbog svojih raznovrsnih svojstava i sposobnosti prilagodbe

specificnim potrebama aktivne tvari koja se inkapsulira.

Medu najcesce koriStenim derivatima celuloze za inkapsulaciju isticu se eteri celuloze,
ukljucujuéi metilcelulozu, hidroksipropil metilcelulozu, hidroksipropil celulozu i etilcelulozu.
Metilcelulozu 1 hidroksipropil metilcelulozu odlikuju slicna svojstva, a moguénost stvaranja
filmova ¢ini ih izuzetno prikladnim derivatima celuloze za inkapsulaciju (Zhang i sur., 2015;
Mohsenabadi i sur., 2018). Hidroksipropil celuloza je topljiva u vodi i/ili etanolu, pogodna je
za inkapsulaciju u kombinaciji s drugim omotacima koji su topljivi u vodi, etanolu ili njihovoj
mjeSavini, kao Sto su alginat, guar guma, Zelatina 1 pak neki drugi derivati celuloze (Astray 1
sur., 2009; Karewicz 1 sur., 2010; Karewicz i sur., 2014). Etilceluloza je prikladna za
inkapsulaciju aktivnih tvari gdje je pozeljno posti¢i kontrolirano otpustanje (Lokhande 1 sur.,
2013).

Mikrobni polisaharidi

Mikrobni polisaharidi, poznati i kao mikrobni egzopolisaharidi, su vrsta biopolimera koje
proizvode mnoge vrste gram-pozitivnih 1 gram-negativnih bakterija, kao 1 drugi
mikroorganizmi poput gljiva i odredenih vrsta algi (Sutherland, 1999). Siroka primjena
mikrobnih polisaharida u inkapsulaciji proizlazi iz njihovih raznovrsnih fizikalno-kemijskih

svojstava.

Ksantan i gelan gume, dekstrani i kitozan su neki od mikrobnih polisaharida koje proizvode
bakterije te Cesto nalaze primjenu kao omotaci, posebno u kombinaciji s drugim omota¢ima.
Ksantan, anionski polielektrolit velike molekularne mase, proizvode bakterije Xanthomonas, a

obic¢no se koriste u obliku kalcijeve, kalijeve ili natrijeve soli (Slika 2.15) (Da Rosa i sur., 2013;
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Mishra, 2016). Dekstrani su polisaharidi s linearnom polimernom okosnicom, nastali
mikrobnom fermentacijom saharoze. Njihova varijabilna molekulska masa znacajno utjece na
brzinu njihove razgradnje u gastrointestinalnom traktu i time na oslobadanje inkapsulirane

aktivne tvari (De Vos i sur., 2010a; Labuschagne, 2018).

gdje je M* Na*, K* ili % Ca?*

Slika 2.15 Kemijska struktura ksantan gume (prilagodeno prema Wang i Wang, 2013)

Kitozan je biorazgradivi polisaharid dobiven djelomi¢nom deacetilacijom hitina (Da Rosa 1
sur., 2013; Mishra, 2016). Njegova linearna struktura sastoji se od N-acetil-D-glukozamina i D-
glukozamina povezanih -(1—4) vezama (Slika 2.16). Kitozan sadrzi polarne skupine poput
OH 1 NH> koje imaju sposobnost doniranja elektrona. Zahvaljujuci svojoj sposobnosti stvaranja
filmova 1 gelova, kitozan je Cest odabir u inkapsulaciji (Luo 1 Wang, 2013). Kitozan je topljiv
u kiselim uvjetima te se Cesto mijesa s drugim polimerima poput alginata ili ksantana kako bi
ostao stabilan u Zelucanoj kiselini 1 bio transportiran u tanko crijevo. Tamo se razgraduje,
omogucujuci apsorpciju bioaktivnih tvari. Ovaj postupak pridonosi kontroliranom otpustanju i

poboljsanoj biodostupnosti inkapsuliranih aktivnih komponenti (Luo i Wang, 2013).
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— -'n
Slika 2.16 Kemijska struktura kitozana (Kumar i sur., 2020)
Biljni eksudati

Biljni eksudati (guma arabika, guma tragachant, guar guma, guma karaya i dr.) predstavljaju
sloZzene mjeSavine anorganskih 1 organskih molekula. Ovi spojevi prepoznati su po svojim
bioloskim ucincima, ukljucujuéi antioksidativna, protuupalna, antimikrobna svojstva i mnoge

druge pozitivne ucinke (Lica i sur., 2018).

Guma arabika, jedan od najopseZnije prouc¢avanih omotac¢a u svim metodama inkapsulacije,
isti¢e se svojim svojstvima stabilizacije emulzija, zadrZavanja hlapljivih tvari, stvaranja filma,
viskoznosti 1 topljivosti u vodi. Ovaj biljni eksudat luc¢i drvo bagrema, posebice vrsta Acacia
senegal, koja je rasprostranjena u Africi, Australiji, Indiji 1 Americi. Kemijski sastav arapske
gume varira ovisno o vrsti 1 starosti drveta, klimatskim uvjetima te koli¢ini kiSe 1 drugim
¢imbenicima. Glavne komponente ukljucuju galaktozu, arabinozu, ramnozu, glukuronsku
kiselinu te male koli¢ine kovalentno vezanog proteina, Sto joj daje prethodno navedena

funkcionalna svojstva (Mishra, 2016).

Gumu tragacanth proizvodi drvenasti zimzeleni grm roda Astragalus, karakteristiCan za
pustinjske 1 planinske regije Azije (Imeson, 1992). Sastoji se od frakcije topljive u vodi
ukljucujuéi tragacanthinsku kiselinu 1 malu koli¢inu arabinogalaktana, te netopljive frakcije,
basorina, koja bubri u vodi. Ova se guma smatra jednom od najotpornijih guma na kiselinu 1
najucinkovitijim prirodnim emulgatorom za kisele emulzije ulje u vodi te se Cesto koristi kao
stabilizator 1 zgusnjiva¢ u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji (Weiping 1
Branwell, 2000). Fizikalno-kemijska i funkcionalna svojstva ove gume znatno ovise o vrsti
grma roda Astragalus, $to je kljucno prilikom odabira odgovarajuce vrste gume tragacanth za
odredenu primjenu. Unato¢ relativno visokoj cijeni, ova guma jo§ uvijek privlac¢i paznju

mnogih industrija zbog svojih izvanrednih i jedinstvenih svojstava. Medutim, odrziva opskrba
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gumom tragacanth glavni je problem koji ograni¢ava njenu komercijalnu primjenu u mnogim

industrijama (Nejatian i sur., 2020).

Morski eksudati

Morski eksudati su prirodni polisaharidni spojevi dobiveni iz algi, morskih trava i drugih
mikroorganizama s raznolikim bioloskim aktivnostima zbog ¢ega imaju Siroku primjenu. U
procesu inkapsulacije najcesce se koriste kao omotaci, a medu najpoznatijima su karagenani i

alginati.

Karagenani su sulfatirani polisaharidi koji se izoliraju iz crvenih algi. Ovi spojevi posjeduju
sposobnost stvaranja emulzija, a uz prisutnosti kationa, poput K* i Ca®*, mogu formirati gelove

(Mishra, 2016).

Alginati su linearni anionski polisaharidi sastavljeni od a-L-guluronske kiseline i B-D-
manuronske kiseline, povezanih o-(1—4) vezom (Slika 2.17). Ovi polisaharidi su obilno
prisutni u prirodi i proizvode se iz smedih algi ili egzocelularnog materijala bakterija (Narsaiah

isur., 2014).

Funkcionalna svojstva alginata ovise o njihovoj strukturi, molekulskoj masi 1 sastavu.
Najznacajnija karakteristika alginata je sposobnost stvaranja gela u prisustvu odredenih kationa,
pri ¢emu pokazuju specifi¢an afinitet prema vezivanju kationa kako slijedi : Pb**> Cu?"> Ba?"™>
Sr**> Ca**> Mn**>Mg?*. Ovi divalentni kationi vezu se za guluronske blokove alginatnih
lanaca. Guluronski blokovi jednog polimera stvaraju veze sa susjednim polimernim lancima,
pri cemu se stvara struktura poznata pod nazivom ,,egg box* i rezultira stvaranjem gel strukture
(Slika 2.17) (Castro i sur., 2021). Natrijev alginat Cesto se koristi u inkapsulaciji zbog pogodnih
svojstava poput netoksi¢nosti i kompatibilnosti s razli¢itim aktivnim komponentama
(Stojanovic 1 sur., 2012; Azevedo i sur., 2014). Takoder pruza dobru zastitu za komponente
osjetljive na pH, toplinu i kisik, $to je iznimno vazno tijekom skladistenja (Etchepare i sur.,

2015).
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G-blok GM-blok M-blok GM-blok

NaOOC COH

OH NaOOC

Slika 2.17 Prikaz kemijske strukture natrijevog alginata (a) i ,,egg-box* modela (b) nakon
umrezavanja natrijevog alginata i divalentnih iona kalcija (prilagodeno prema Castro i sur. (2021))

2.6.1.2.  Lipidi, masti i ulja, voskovi

Lipidi, ukljucujuci mlijecnu mast, njene frakcije poput oleina i stearina, te biljne masti i ulja
poput sojinog ulja, ulja kanole, palminog ulja i suncokretovog ulja, predstavljaju korisne
materijale za inkapsulaciju lipofilnih sastojaka hrane. Osim emulgacijskih svojstava, lipidi
posjeduju jedinstvene karakteristike taljenja, povrSinske aktivnosti te djeluju kao ucinkovite
barijere protiv kisika i vode. Ova funkcionalna svojstva Cine lipide poZeljnim omota¢ima koji
pridonose povecanoj stabilnosti i produljenju roka trajanja inkapsulata (Samborska 1 sur.,

2021).

Voskovi, prirodni i sintetski, takoder su bitni za inkapsulaciju zbog svojih hidrofobnih i
reoloskih svojstava. Medu prirodnim voskovima isticu se kandelila vosak (iz lis¢a grma
Candelilla), karnauba vosak (iz liS¢a palmi) 1 pCelinji vosak, dok se sintetski voskovi proizvode
kemijskim putem iz petrokemijskih izvora i sastoje se uglavnom od visokomolekulskih
ugljikovodika. Voskovi imaju nisku viskoznost pri taljenju, elastiCnost, temperaturnu

osjetljivost i moguénost modulacije mehanickih svojstava. Ove osobine omogucuju formiranje
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zastitne barijere i1 kontrolirano otpuStanje aktivnih tvari. MijeSanjem razli€itih voskova ili
dodatkom polimera, moguce je dodatno prilagoditi tvrdo¢u i krhkost omotaca, Sto povecava

njihovu primjenjivost u sustavima za inkapsulaciju (Balducci i sur., 2011).

2.6.1.3. Proteini

Proteini imaju Siroku primjenu u inkapsulaciji aktivnih tvari zbog niza prednosti koje ove
makromolekule pruzaju, ukljucujuci biorazgradivost, biokompatibilnosti i visoku topljivost u
vodi. Proteini se mogu ekstrahirati iz razliitih izvora, bilo biljnih, poput proteina Zzitarica i
uljarica, ili zivotinjskih, kao §to su proteini sirutke i zelatina. Usporedujuci ih sa zivotinjskim
proteinima, biljni proteini ¢esto imaju prednost, posebno s obzirom na svoju manju alergenost
(Coimbra 1 sur., 2021). Mnogi biljni proteini pokazuju visoku sposobnost inkapsulacije
hidrofilnih i hidrofobnih spojeva, §to ih ¢ini iznimno vrijednim u procesu inkapsulacije (Jia 1

sur., 2016).

Proteini soje su Siroko prepoznati kao nutritivno bogati, funkcionalni i povoljni za ljudsko
zdravlje, zbog svoje izvrsne probavljivosti 1 niskog alergenog potencijala. Uz povoljne ucinke
na zdravlje, sojini proteini imaju niz funkcionalnih svojstava koja ih €ine prikladnima za
inkapsulaciju. To ukljucuje visoku topljivost, izrazena svojstva emulgiranja, sposobnost
geliranja, kao i formiranje stabilnih filmova te apsorpcija vode i masti (Nesterenko 1 sur., 2013).
Ovi proteini se Cesto istrazuju kao omotaci u inkapsulaciji primjenom tehnika koacervacije te
su popularni u inkapsulaciji suSenjem rasprSivanjem, narocito kod inkapsulacije fitokemikalija

(Comunian i Favaro-Trindade, 2016).

Proteini sirutke su vazan nusproizvod u industriji sira, klasificirani kao GRAS 1 pristupacan
izvor, a njihova Siroka primjena proizlazi iz bogatih nutritivnih i funkcionalnih svojstava
(Comunian i Favaro-Trindade, 2016; Ramos i sur., 2019). Sastavljeni od B-laktoglobulina, a-
laktalbumina, serumskog albumina i imunoglobulina, proteini sirutke imaju visoku topljivost u
vodi i pokazuju svojstva emulgiranja i geliranja (McClements, 2014). Cesto se koriste u
inkapsulaciji kao osnova za hidrogelove, nanocestice i sloZene koacervate u kombinaciji s

razlicitim polisaharidima (Abaee i sur., 2017; Ramos i sur., 2019).

Zelatina, &esti hidrokoloid primjenjivan u prehrambenoj industriji, proizvodi se djelomi¢nom
kiselinskom ili luznatom hidrolizom zZivotinjskog kolagena, uglavnom iz kravlje koze, svinjske
koze 1 kostiju, te riba, Cime se postize relativno visoka molekulska masa (15 000 — 400 000 Da).

Stupanj hidrolize Zelatine varira ovisno o intenzitetu predobrade ili ekstrakcije toplom vodom,
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dok podrijetlo kolagena, vrsta i dob Zivotinja znacajno utjeCu na njezine funkcionalne
karakteristike. Proces cijepanja vodikovih veza i kovalentnih veza kolagena destabilizira
njegovu konfiguraciju, Sto rezultira prijelazom strukture iz spirale u zavojnicu, stvarajuci
topljivu Zelatinu (McClements, 2014; Comunian i Favaro-Trindade, 2016; Ali i sur., 2019).
Prednosti Zelatine ukljucuju visoku dostupnost i nisku cijenu, a njezina topljivost i
biokompatibilnost s razli¢itim bioaktivnim spojevima dodatno prosiruju njezinu primjenu (Ali
1 sur., 2019). Funkcionalna svojstva zelatine, poput sposobnosti stvaranja gela, formiranja
filma, visoke stabiliziraju¢e aktivnosti i sposobnosti stvaranja fine, guste mreze, ¢ine izuzetno
atraktivnom za industrijsku primjenu, posebno u postupcima inkapsulacije metodama susenja

rasprSivanjem i emulgiranjem.

2.6.2. Metode inkapsulacije

Metode koje se primjenjuju za inkapsulaciju obuhvacaju razlicite tehnike koje omogucuju
ucinkovitu zastitu aktivnih tvari, a mogu se podijeliti u tri osnovne skupine: fizikalne, kemijske
i fizikalno-kemijske metode (Tolun i sur., 2016; Ozkan i sur., 2019). Fizikalne metode, poput
suSenja rasprsivanjem, susenja hladenjem, susenja zamrzavanjem, te ekstruzije, ¢esto se isti¢u
svojom prakticnos$¢u 1 u€inkovitoSéu u inkapsulaciji. S druge strane, kemijske metode, poput
molekularne inkluzije 1 polimerizacije, imaju posebne prednosti u specifiénim primjenama kao
Sto su inkapsulacija aroma i osjetljivih spojeva. Fizikalno-kemijske metode, kao $to su

koacervacija, upotreba liposoma i ionsko geliranje, kombiniraju karakteristike oba pristupa.

U slijede¢im odlomcima opisane su metode koriStene za inkapsulaciju ekstrakata tropa grozda

u ovom doktorskom radu.

2.6.2.1.  SuSenje rasprSivanjem

SuSenje rasprSivanjem trenutno je najraSirenija metoda inkapsulacije (Ribeiro i sur., 2019).
Prema Ozkan i sur. (2019) bududi da se istie se kao tehnoloski pristupacna, jednostavna,
fleksibilna 1 brza metoda inkapsulacije visokog kapaciteta. Princip metode temelji se na
rasprsivanju otopine ili emulzije koja sadrzi aktivnu tvar i otopljeni omota¢ pomoc¢u mlaznica
u komoru ispunjenu zagrijanim plinom (zrakom). Prilikom rasprSivanja, dolazi do isparavanja
otapala zbog visokih temperatura i velikog odnosa povrSine i volumena kapljica. Time se
formiraju suhe Cestice u obliku praha, koje se zatim odvajaju od plina (zraka) u ciklonu (Slika

2.18).
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Slika 2.18 Shema metode inkapsulacije protustrujnim susSenjem rasprsivanjem (prilagodeno prema
Grgi¢ i sur. (2020))

Ucinkovitost 1 svojstva dobivenih inkapsulata ovise o procesnim parametrima kao §to su
temperatura susenja, brzina protoka zraka, protok pojne otopine, vrsta i koncentracija omotaca.
Medu glavnim prednostima metode isticu se: brzina procesa, prikladnost za kontinuiranu
industrijsku proizvodnju, moguénost dobivanja suhih proizvoda s niskim udjelom vlage, s
povecanom mikrobioloskom stabilnosti, lakSe skladistenje 1 transport proizvoda, te s obzirom
na industrijsku primjenjivost relativno povoljna cijena u odnosu na druge metode inkapsulacije
1 suSenja poput liofilizacije 1 superkriticnog suSenja (Labuschagne, 2018; Ribeiro i sur., 2019).
Ova metoda je pogodna za oc¢uvanje visokovrijednih bioaktivnih spojeva kao §to su fenolne
kiseline, flavonoidi, antocijani i vitamini, zahvaljuju¢i kratkom vremenu zadrzavanja u komori

1 brzom uklanjanju otapala (Dadi i sur., 2020; Righi Da Rosa i sur., 2021).

Unato¢ navedenim prednostima, metoda susenja rasprSivanjem ima i ogranic¢enja koja mogu
negativno utjecati na homogenost inkapsulata i kvalitetu konac¢nog proizvoda, poput
neujednacene velicine 1 oblika Cestica te primjene uglavnom na omotace topljive u vodi (iako
je moguce koristiti 1 druga otapala uz odgovarajuc¢u prilagodbu opreme) (Labuschagne, 2018;

Ribeiro i sur., 2019).
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2.6.2.2.  SuSenje zamrzavanjem

Susenje zamrzavanjem predstavlja postupak suSenja koji se primjenjuje na toplinski osjetljive
1 nestabilne spojeve, poput aroma i mikroorganizama (Yamashita i sur., 2017), pri ¢emu se
zadrzavaju izvorna funkcionalna svojstva inkapsuliranih spojeva (Ballesteros i sur., 2017).
Ovom metodom, otopina omotaca i aktivne tvari se zamrzava kako bi se formirali kristali leda,
koji se zatim sublimiraju u vakuumskim komorama. Preostala voda uklanja se putem
desorpcije, poznata i kao sekundarno susenje. Proces sublimacije ledenih kristala rezultira
stvaranjem porozne strukture koja doprinosi izvrsnim rehidracijskim svojstvima dobivenog

praskastog proizvoda (Slika 2.19) (Fang i Bhandari, 2010).

otopina aktivne tvari i
omotaca
POSTOLJE ZA

l UZORKE — | VAKUUM
KOMORA
ZAMRZAVANJE

l zamrznuti uzorak — |
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SEKUNDARNO SUSENJE S ’ KONDENZATOR

l VAKUUM PUMPA

o O

INKAPSULATI U OBLIKU 0 °
SUHOG PRAHA ° S

= \[Ne — —

otpadna voda

Slika 2.19 Shema inkapsulacije metodom suSenja zamrzavanjem i liofilizatora (prilagodeno prema
Taskin (2020))

Medu prednostima ove metode istice se stvaranje proizvoda izvrsne kvalitete, Sto proizlazi iz
upotrebe niskih temperatura, odsutnosti zraka i tekuce vode. SuSenje zamrzavanjem takoder
minimalizira ili u potpunosti sprjeCava kvarenje proizvoda uzrokovanih mikrobnim,
oksidacijskim i drugim kemijskim reakcijama (Labuschagne, 2018). Nedostatak ove metode
inkapsulacije su visoki troSkovi rada koji mogu biti i do 50 puta veci u usporedbi s procesom
suSenja rasprSivanjem te dugotrajnost procesa koje moze premasiti i 20 sati (Labuschagne,

2018; Ozkan 1 sur., 2019).
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2.6.2.3. lonsko geliranje

Ionsko geliranje predstavlja fizikalno-kemijsku metodu inkapsulacije koja se temelji na
interakcijama izmedu polimera i visSevalentnih iona, a moZze se provoditi metodom ekstruzije ili

metodom emulgiranja (Yeo i sur., 2001).

Metodom ekstruzije vodena otopina ionskih polimera (gume, alginati, pektin, kitozan, itd.)
ekstrudira se kap po kap u vodenu otopinu suprotnih protukationa (za anionske polisaharide) ili
protuaniona (za kationske polisaharide) (Patil 1 sur., 2010; Nayak i Pal, 2015; Pal i Nayak,
2017). Elektrostatske interakcije izmedu suprotno nabijenih iona i ionskih polimera poticu
ionsko geliranje, odnosno njihovo umrezavanje $to rezultira stvaranjem polimernih Cestica —
hidrogelova (Paques i sur., 2014). Ova metoda je relativno jednostavna, koriste se blagi uvjeti
reakcije, §to znaci da reakcija izmedu iona i polimera ne zahtjeva ekstremne temperature, visok
tlak ili upotrebu agresivnih kemikalija, a fizicko umrezavanje putem ionskog geliranja
izbjegava upotrebu toksi¢nih reagensa ¢ime se smanjuje rizik od nepozeljnih ucinaka ili
opasnosti po zdravlje. Kljucni faktori koji utje€u na metodu ionskog geliranja ukljucuju vrstu
polimera 1 viSevalentih iona za umreZavanje, pH vrijednost, koncentraciju, vrijeme 1
temperaturu reakcije (Racovitd i sur., 2009; Patil i sur., 2010). Najjednostavnija metoda
ekstruzije ukljucuje primjenu Sprice (Slika 2.20). Medutim, glavni nedostatak ove metode je
ogranicenost na laboratorijske uvjete buduc¢i da ¢esto dolazi do problema s potiskivanjem
viskoznijih otopina polimera i aktivne tvari kroz igle manjeg promjera Sto rezultira
zacepljenjem igle 1 nemogucnoScu dobivanja hidrogelova manjih dimenzija (Priisse 1 sur.,
2008).

OTOPINA
POLIMERA

/)
/'#/jm ) neumrezeni polimer
P /
!

-

-

’/.7/, _(\

[ MONTEC

‘.,j-} O ) ,ll umrezeni polimer - hidrogel
Xx/

1\

OTOPINA ZA
UMREZAVANJE

Slika 2.20 Shema ionskog geliranja metodom jednostavne ekstruzije (prilagodeno prema Ching i
sur. (2017))
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1z tog razloga, razvijeno je nekoliko modificiranih metoda ekstruzije kako bi se prevladali ovi
nedostaci jednostavne metode ekstruzije i proizveli ujednaceni hidrogelovi manjih veli¢ina
(Slika 2.21). Ovisno o nac¢inu formiranja kapljice polimera, metode ionskog geliranja mogu se
podijeliti u tri glavne kategorije. U svim metodama, kapljice polimera formiraju se prije

kontakta s otopinom za umrezavanje, gdje dolazi do njihovog geliranja u hidrogelove:

ekstruzija razbijanjem mlaza (jet brakeup) — kapljice se formiraju razbijanjem laminarnog
mlaza polimerne otopine ekstruzijom kroz vrh mlaznice, a mlaz se zatim razbija
elektrostatskom atomizacijom (Watanabe i sur., 2003), vibriraju¢om mlaznicom (Gotoh i sur.,

1991) ili ,,rezanjem" mlaza (Senuma i sur., 2000);

- ekstruzija s rotiraju¢im diskom/mlaznicom — stvaranje kapljica postize se djelovanjem
centrifugalne sile na polimernu otopinu koja protjece preko rotirajuce povrSine poput
diska ili mlaznice (Ogbonna i sur., 1989);

- ekstruzija atomizacijom — kapljice se proizvode istodobnim pumpanjem zraka i otopine
polimera pri velikim brzinama protoka u mlaznicu, a u trenutku kada kapljice dodu u
kontakt s otopinom za umrezavanje, dolazi do stvaranja hidrogelova (Ching i sur.,

2017).

EKSTRUZIJA RAZBIJANJEM MLAZA

OTOPINA
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EKSTRUZIJA S ROTIRAJUCIM DISKOM/MLAZNICOM
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pneumatska mlaznica sustav rasprsivanja aerosola

Slika 2.21 Shema ionskog geliranja modificiranim metodama ekstruzije (prilagodeno prema Ching i
sur. (2017))

Metoda emulgiranja ukljucuje rasprSivanje vodene otopine polimera i aktivne tvari u nevodenoj
fazi — uljnoj kupelji, i homogenizaciju radi formiranja emulzije ,,vode u ulju”. Nakon toga,
polako se dodaje otopina visevalentnih iona u emulziju uz mijesanje §to dovodi do umrezavanja
1 stvaranja hidrogelova (Slika 2.22). Veli¢ina Cestica dobivenih ovom metodom varira u rasponu
od 0,2 — 1000 pm (Chan i sur., 2000; Poncelet, 2001; Zhang i sur., 2006), a faktori poput vrste
1 koncentracije emulgatora, omjera ulja i polimera te snaga homogenizacije utjeCu na

distribuciju veli¢ine 1 promjer hidrogelova (Reis i sur., 2006). Prednost ove metode je njezina
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ekonomicnost, a glavni nedostatak nasumic¢no spajanje kapljica, S$to Cesto rezultira

neujednacenim hidrogelovima po veli¢ini i obliku (Fundueanu i sur., 1999; Zhao i sur., 2007).

METODA EMULGIRANJA

OTOPINA

OTOPINA VISEVALENTNIH
POLIMERA

mijeSanje

ULJNA KUPELJ

odvajanje umrezeni umrezavanje
hidrogelova od hidrogelovi u polimera i
uljne kupelji uljnoj kupelji visevalentnih iona

Slika 2.22 Shema ionskog geliranja metodom emulgiranja (prilagodeno prema Ching i sur., 2017))

Opcéenito, stvaranje hidrogelova moze se provoditi vanjskim ili unutarnjim geliranjem. Ove
metode se razlikuju po nacinu na koji se viSevalentini ioni za umreZavanje dovode u kontakt s
polimerom. Primjerice, u vanjskom ionskom geliranju, ioni difundiraju iz vanjskog izvora
(poput otopine kalcijeva klorida) u otopinu polimera (Davarci i sur., 2017). S druge strane, kada
se otopina sredstva za umrezavanje dodaje u otopinu omotaca (polimera) i aktivne tvari radi se
o unutarnjem ionskom geliranju, Sto rezultira proizvodnjom hidrogelova s vodenom jezgrom.
Vanjsko ionsko geliranje rezultira proizvodnjom hidrogelova s glatkom povrSinom, veom
¢vrsto¢om 1 boljom propusnoscéu od onih proizvedenih unutarnjim ionskim geliranjem (Draget

1 Taylor, 2011).
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2.7. MATEMATICKO MODELIRANJE KINETIKE OTPUSTANJA
AKTIVNE TVARI I1Z INKASPULATA

Otpustanje aktivnih sastojaka iz matriksa tijekom probave klju¢no je za mogucnost njihove
apsorpcije u ljudskom organizmu. Matematicko modeliranje omogucuje opisivanje kinetike
otpustanja aktivne tvari putem matematickih jednadzbi (Bruschi, 2015). Ovi su modeli izvorno
razvijeni za farmaceutske formulacije, s ciljem razumijevanja i optimizacije oslobadanja
lijekova in vitro i in vivo, te postizanja kontroliranog otpustanja (Peppas i Narasimhan, 2014).
U novije vrijeme, matematicko modeliranje sve se viSe primjenjuje i u prehrambenim
formulacijama, osobito kod procjene kinetike otpusStanja bioaktivnih sastojaka iz funkcionalnih
1 inkapsuliranih sustava. [ako postoji nekoliko mehanizama koji mogu utjecati na kontrolirano
otpustanje, tri glavna mehanizma ukljucena u otpustanje bioaktivnih spojeva iz inkapsulata su:

difuzija, razgradnja ili erozija te bubrenje (Leong i Langer, 1988).

Difuzija je prevladavaju¢i mehanizam u procesu otpuStanja aktivne tvari iz inkapsulata. Ovaj
proces proizlazi iz razlike u koncentraciji aktivne tvari unutar inkapsulata i izvan njega, $to
potice difuziju aktivne tvari s podrucja visoke koncentracije prema podrucju nize koncentracije
(Ko i Gunasekaran, 2014). Tijekom difuzije, inkapsulirana Cestica moze zadrzati svoju

strukturu ili podle¢i promjenama kao $to su bubrenje, skupljanje, fragmentacija ili erozija.

Brojni faktori utjeCu na brzinu otpuStanja inkapsuliranih bioaktivnih spojeva, ukljucujuci
karakteristike spoja (poput polariteta 1 molekularne mase), svojstva omotaca (fizikalno-
kemijska svojstva, interakcije s aktivnim spojem, polaritet, reoloSka svojstva), te svojstva
inkapsulata (parametri oblika i velicine te struktura). Osim toga, brzina protoka okolne tekucine
1 gradijent koncentracije bioaktivnih tvari izmedu omotaca 1 okolne tekucine ili plina takoder

mogu znacajno utjecati na dinamiku otpustanja (McClements, 2017).

Razgradnja ili erozija Cesto se promatra kroz razli¢ite mehanizme degradacije, ukljucujuci
enzimsku, kemijsku i, u nekim sluc¢ajevima, mikrobnu biorazgradnju. Kada se polimeri
razgraduju, aktivni spojevi unutar polimera se otpustaju (Ko i Gunasekaran, 2014). U jednoj
skupini biorazgradivih materijala, povrSina inkapsulata se smanjuje tijekom vremena, Sto
rezultira smanjenjem otpustanja aktivne tvari. U drugoj skupini, inkapsulat se prvo postupno
razgraduje, a zatim dolazi do ubrzanog otpusStanja aktivne tvari zbog fenomena autokatalize

(Ko 1 Gunasekaran, 2014).

Erozija predstavlja mehanizam u kojem se oslobadanje bioaktivnih sastojaka moze dogoditi bez

njihovog transporta (Jafari, 2020). Ovaj mehanizam otpustanja moze biti potaknut razlicitim
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¢imbenicima, ukljucujuéi visoku temperaturu, utjecaj jakih kiselina ili baza te enzimsku
aktivnost. Postoje dvije osnovne vrste erozije: masovna erozija (bulk) — gdje se razgradnja
dogada kroz cijelu Cesticu, 1 povrSinska erozija — gdje se degradacija odvija samo na povrsini
Cestice (McClements, 2014). Profil otpustanja kontrolira brzina erozije, pri ¢emu svojstva
inkapsulata 1 okoliSni ¢imbenici odgovorni za eroziju, kao i vrsta erozije (povrSinska ili

masovna), imaju znacajan utjecaj.

Bubrenje inkapsulata nastaje kao posljedica apsorpcije otapala. Brzina otpustanja bioaktivnih
tvari moze se odrediti brzinom bubrenja i vremenom potrebnim da bioaktivna tvar difundira
kroz nabubreni sustav (McClements, 2014). Prisutnost bilo kojeg sastojka koji djeluje kao
osmolit moze utjecati na bubrenje inkapsulata, §to rezultira prodiranjem otapala u inkapsulirani
sustav. Ovaj mehanizam otpuStanja moZe se kontrolirati odgovaraju¢im odabirom polimera,
odnosno omotaca, kao i1 regulacijom uvjeta okoline poput temperature 1 pH vrijednosti okolne

otopine (Jafari, 2020).

U inkapsulatima za ¢iju su pripremu koriSteni prirodni biorazgradivi omotaci, dominantni
mehanizam otpusStanja inkapsulirane aktivne tvari je difuzija, ali uz bubrenje i eroziju. Difuzija
se odnosi na proces prijenosa aktivne tvari kroz mrezu omotaca, bubrenje na povecanje
volumena omotaca uslijed apsorpcije otapala, dok erozija ukljucuje fizicku ili kemijsku
degradaciju omotaca. Temeljem ove kategorizacije Cesto se razvijaju matematicki modeli koji

opisuju otpustanje aktivne tvari iz inkapsulata.

Primjena matematickog modeliranja ima za cilj razumijevanje prijenosa mase 1 kemijskih
reakcija u specificnim sustavima, ukljuuju¢i inkapsulate (Lokhandwala i sur., 2013).
KoriStenjem prikladnih matematickih modela moguce je predvidjeti utjecaj fizikalno-kemijskih
parametara inkapsulata (poput dimenzija, geometrije i teksture) te uc¢inkovitost inkapsulacije
na mehanizam otpuStanja aktivne tvari. Ovo smanjuje potrebu za brojnim eksperimentima, §to
rezultira ekonomskim i energetskim ustedama (Siepmann i Peppas, 2012; Peppas 1 Narasimhan,
2014). Podaci o kinetici otpuStanja aktivne tvari iz inkapsulata vaZni su za istraZivanje
potencijalne primjene inkapsuliranih Cestica u prehrambenim sustavima (Assadpour i sur.,
2017). Primjerice, ako je otpuStanje sporo, inkapsulati se mogu koristiti u proizvodnji
funkcionalne hrane i hrane s dodanom vrijednoS¢u. S druge strane, visoke brzine otpustanja
aktivnih tvari iz inkapsuliranih Cestica povecavaju njihovu izlozenost okolnim utjecajima i

smanjuju njihovu zastitu (Robert 1 sur., 2012).
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U sljede¢im potpoglavljima su opisani matematicki modeli koristeni u izradi doktorskog rada
za opisivanje otpustanja ukupnih fenolnih spojeva iz inkapsulata: model prvog reda, Higuchi
model, Hixson-Crowell model i Korsmeyer-Peppas model. Ve¢ina matematickih modela
otpustanja temelji se, u potpunosti ili djelomic¢no, na Fickovom zakonu difuzije, koji opisuje
transport tvari uslijed koncentracijskog gradijenta. lako neki modeli, poput Higuchi modela,
izravno proizlaze iz Fickove difuzijske jednadzbe, drugi kao $to su model prvog reda, Hixson-
Crowell i Korsmeyer-Peppas ukljucuju dodatne kineticke ili empirijske elemente koji prosiruju
primjenjivost modela na sustave u kojima otpustanje ovisi 1 o drugim mehanizmima, poput

razgradnje, promjene povrsine Cestice ili bubrenja.

Ispitani modeli u ovom radu temelje se na Fickovom zakonu difuzije, koji je temelj raznih
empirijskih 1 teorijskih matematickih modela za opisivanje otpustanja aktivnih tvari iz sustava

poput lijekova ili inkapsulata.

2.7.1. Fickov zakon difuzije

Budu¢i da je Fickov zakon difuzije temelj za razumijevanje mehanizma otpustanja u nekoliko
primijenjenih matematickih modela, u nastavku je prikazano njegovo znafenje na primjeru

inkapsulata u kojima je inkapsulirana aktivna tvar.

Inkapsulat se otapa u odredenom otapalu poput vode, krvi ili probavnim teku¢inama. Medutim,
otopljene molekule aktivne tvari ne rasporeduju se ravnomjerno u cijelom otapalu koje se
naziva ,,tekucina u rasutom stanju“ (bulk liquid), ve¢ se na povrsini inkapsulata stvara sloj koji
se naziva ,ustajala tekucina™ (stagnant liquid). Kada se analizira difuzija aktivne tvari,
pretpostavlja se da je koncentracija molekula aktivne tvari na povr$ini nula, $to olakSava
izraCunavanje procesa difuzije. Ova pretpostavka se temelji na konstantnoj difuziji i gradijentu
koncentracije. Prema Fickovom zakonu difuzije, molekule aktivne tvari se kre¢u od podrucja
vece koncentracije prema podrucju manje koncentracije kroz ustajalu tekuc¢inu (Fick, 1855), a

opisuje se izrazom (2.1):

dc

J==Ds "= @.1)
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gdje je J —kolicina tvari koja prolazi kroz jedinicu povrSine u jedinici vremena (tzv. fluks), Dy
a
— koeficijent difuzije, a d—; — koncentracijski gradijent. Negativni predznak u jednadzbi

predstavlja smjer difuzije iz podruc¢ja vece prema podrucju manje koncentracije tvari.

2.7.2. Model prvog reda

Model prvog reda temelji se na Fickovom zakonu difuzije i dodatno pretpostavlja da je brzina
otpusStanja proporcionalna koncentraciji aktivne tvari u inkapsulatu $§to se moze izraziti

jednadzbom (2.2):

R = kl -C (2.2)

gdje je R — brzina reakcije, k; — konstanta brzine otpustanja prvog reda, a C — koncentracija
aktivne tvari koja ulazi u reakciju. Takoder, brzina reakcije moze se napisati 1 kao promjena

koncentracije tvari C u nekom vremenu t (2.3).

R = ac (2.3)
> ar .

Brzina reakcije moze se takoder opisati i u obliku diferencijalne jednadzbe (2.4):

dC— ki-C 2.4)
dat ~ ! '

Kako bi se rijesila ova diferencijalna jednadzba (2.4), potrebno je zadati pocetni uvjet C,

odnosno pocetnu koncentraciju aktivne tvari. S obzirom na to, rjeSenje je izraz (2.5):

0

C

1 C
jEdC = —klfdt — ()|, =kt
0
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In(C) —In(Cy) = -k, -t — In(C) =In(Cy) —k, -t

C(t) =C,- ekt (2.5)

gdje su C(t) — koncentracija otpuStene aktivne tvari u otapalu u vremenu t, C, — pocetna
koncentracija otpusStene aktivne tvari u otapalu i k; — konstanta brzine otpustanja prvog reda.
Nadalje, logaritmiranje izraza (2.5) je korak koji se koristi za dobivanje izraza (2.6) koji

olaksava analiticku obradu podataka (Elmas i sur., 2020).

kl't

2.6
2,303 *6)

log(C) = log(Co) —

Tijekom procesa otpusStanja, koncentracija aktivne tvari unutar inkapsulirane Cestice opada.
Pretpostavljiva se da je takvo otpustanje linearno, S§to mozZe rezultirati razlikama izmedu
eksperimentalnih podataka 1 modelom predvidenih krivulja otpustanja (Manca i Rovaglio,
2003). Modelom prvog reda €esto se opisuje kinetika otpustanja aktivnih tvari koje su topive u
vodi 1 inkapsulirane u poroznim inkapsulatima ili pak tvari topive u ulju i/ili vodi pripremljene

metodom emulgiranja (Costa 1 Sousa Lobo, 2001a).

2.7.3. Higuchi model

Prije pola stolje¢a, profesor Takeru Higuchi formirao je svoju poznatu jednadzbu koja
omogucuje predvidanje oslobadanja lijeka iz tankih slojeva masti (Higuchi, 1962). Prije
primjene iste, analizirao je odredene pretpostavke kako bi se prevladali potencijalni problemi.
Ove pretpostavke je bitno uzeti u obzir prilikom uporabe Higuchi modela kako bi se izbjegla
moguénost zloupotrebe modela, a ukljucuju sljedeée (Siepmann i Peppas, 2012; Malekjani 1

Jafari, 2021):

e matriks sadrzi pocetnu koncentraciju aktivne tvari vecu od topljivosti aktivne tvari,

e debljina matriksa veca je od veli¢ine molekula aktivne tvari,
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e difuzija je jednosmjerna i konstantna,
e Dbubrenje i otapanje matriksa je zanemarivo i

e postiZze se ravnomjerna apsorpcija i distribucija aktivne tvari.

3 dh h
Cin
ravnomjerna
apsorpcija i
distribucija
G
smjer oslobadanja aktivne tvari ——»
A
dh h
A
C

ini

B

Slika 2.23 (A) Shematski prikaz koncentracije lijeka 1 profila udaljenosti unutar masti nakon
izlaganja uvjetima ravnomjerne apsorpcije i distribucije u vremenu ¢t (puna linija) i u vremenu ¢t +
dt (isprekidana linija) te (B) povrsine koje oznacavaju koli¢ine lijeka otpusStene iz masti u vremenu

t (tockasti trapez) i u vremenu t + dt (isprekidani trapez + toCkasti trapez). Varijable imaju sljedeca
znacenja: C;,; — pocetna koncentracija lijeka, Cgy —topljivost lijeka, h — udaljenost prednje strane,
koja dijeli mast bez neotopljenog viska lijeka od masti koja jo§ uvijek sadrzi neotopljeni visak
lijeka, od sucelja "mast-koza” u vremenu t, dh je udaljenost koju ova fronta pomice prema unutra
tijekom vremenskog intervala dt (prilagodeno prema Siepmann i Peppas, 2011)

Povrsina isprekidanog trapeza na Slici 2.23 B odgovara kumulativnoj koli¢ini oslobodenog

lijeka podijeljenoj s povrSinom sloja masti koji je izloZzen kozi, A. Zbog vrlo jednostavne
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geometrije, lako se moze pokazati da je kumulativna koli¢ina lijeka oslobodena iz filma masti

u vremenu t — M, te se moze izracunati na sljede¢i nacin (2.7):

Cs
ey (Cini _ _) @.7)

Medutim, za koristenje ove jednadzbe h mora biti poznat, ali moZe se izraziti kao funkcija

drugih varijabli te se dobije izraz (2.8):

dM C
— = Cjp;dh — ?S dh 2-8)

Osim toga, Fickov zakon difuzije (Patzek, 2014) moze se koristiti za kvantificiranje koli¢ine

lijeka otpustenog iz filma masti u vremenskom intervalu dt:

— = AD—= 2.9)

gdje je D — konstanta difuzije. Kombinirajuéi izraze (2.8) i (2.9) dobije se sljedeci izraz za h:

(2.10)

Zamjenom jednadzbe (2.10) u jednadzbu (2.7) i pojednostavljenje dovodi do izraza (2.11):

M,
7 = \/(zcini —C) Dt C (2.11)
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Prema Higuchiju pocetna koncentracija lijeka znatno je veca od njegove topljivosti i vrijedi
Cini > Cs, stoga se jednadzba (2.11) moze dalje pojednostaviti te se dobije klasi¢ni oblik
Higucijeve jednadzbe (2.12):

_=\/2'Cini'D'Cs't (2-12)

ili Cesto koristeni generalni oblik (2.13):

M, = kgt (2.13)

gdje je ky — Higucijeva konstanta otapanja:

ky = A2+ Cipi D - Cg (2.14)

Klasi¢na Higucijeva jednadZba uobicajeno se koristila za opisivanje otpuStanja aktivnih tvari iz
planarnih sustava poput filmova ili flastera, a kasnije je proSirena i na druge geometrije

(Higuchi, 1963; Siepmann 1 Peppas, 2011).

2.7.4. Hixson-Crowell model

Hixon-Crowellov model jos je jedan matemati¢ki model koji se ¢esto koristi u ovom podrucju
(Hixson 1 Crowell, 1931). Ovaj model koristi koncept brzine promjene mase cestice s

vremenom $to se moze sazeti kao izraz (2.15):

dw
- _ 2.15
o kS(C; — C) (2.15)

.. dw . . . . “
gdje je prie brzina promjene mase Cestice s vremenom, k — konstanta brzine, S — pocetna

povrsina Cestice, C; — koncentracija zasi¢ene otopine, a C — koncentracija aktivne tvari u
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otopini. Ova jednadzba koristi se za opisivanje kako se masa aktivne tvari u ¢esticama smanjuje

s vremenom zbog oslobadanja aktivne tvari u otopinu.

Ako se masa Cestice otopi u trenutku t (2.16):

Wo — W (2.16)

tada je masa u odredenom volumenu (2.17):

=C 2.17)

gdje je wy — pocetna masa Cestice (t = 0), w — masa Cestice u vremenu t , a V — volumen

otopine. Ako je C = 0 kada je t = 0, onda vrijedi izraz (2.18):

— =, (2.18)

gdje je wg — masa Cestice potrebna za zasicenje teku¢ine pod danim uvjetima (npr. temperature,
volumena...) na pocetku. Zamjenom izraza (2.17) 1 (2.18) u jednadZbu (2.15) dobije se izraz
(2.19):

dw

— V(S) = —kSGw —wo +w) (219)

cjl_vtv= —kS(WS Wy —W)

Pod pretpostavkom da nema promjene u obliku Cestice dok se otapa, ali da njena povrsina (S)

varira kao dvotre¢inska potencija njenog volumena (V):

1
s=vi v=Y N S=—— w3 (2.20)
d d /3
gdje je d — gustoca Cestice, a ﬁ predstavlja konstantu k. Zamjenom povrsine (S) u jednadzbu

(2.19), definiranjem izraza wg; — w, kao g te kombiniranjem konstanti (K;) dobije se izraz

2.21):
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N ke kow(w — S Wk kw?
V(dt)_ k-kw/3(wg —wy +w) V(dt>_ k-kw/3(g+w)
dw
v(S) = —Ki - wa(g +w) (221)

Daljnjim rjeSavanjem i integriranjem jednadzbe (2.21) dolazi se do izraza (2.22) koji se smatra

Hixson-Crowell modelom:

we? —wl? = kye -t (2.22)

gdje wy oznacava pocetnu koli¢inu aktivne tvari u inkapsulatu, w; je preostala koli¢ina aktivne
tvari u inkapsulatu u trenutku t, a ky je Hixson-Crowell konstanta proporcionalnosti (Hixson

1 Crowell, 1931; Elmas i sur., 2020).

2.7.5. Korsmeyer-Peppas model

Korsmeyer 1 suradnici (1983) izveli su jednostavan odnos koji opisuje oslobadanje aktivne tvari

iz jednadZbe polimernog sustava (2.23):

M, .
M_Oo = kat (2.23)

gdje je M; koliCina aktivne tvari koja je otpustena u vremenu t, M, je ukupna koli¢ina aktivne
tvari dostupna za otpustanje, kxp je konstanta brzine otpustanja, a n je eksponent otpustanja
koji odrazava mehanizam otpustanja 1 daje informacije o geometriji Cestice iz koje se otpusta
aktivna tvar (Tablica 2.1). Zbog slozenosti modela, izvod jednadzbe (2.23) nije prikazan, no

Elmas i sur. (2020) su ga detaljno prikazali i objasnili.
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Tablica 2.1 Vrijednost eksponenta otpustanja (n) Korsmeyer—Peppasovog modela za razlicite
geometrije

Geometrija Cestica Eksponent otpustanja, n Mehanizam otpusStanja

film 0,5

cilindar 0,45 Fickova difuzija
sfera 0,43
film 05<n<10

cilindar 0,45 <n<0,89 ne-Fickov transport
sfera 0,43 <n <085
film 1,0

cilindar 0,89 Transport slucaja I1
sfera 0,85
film n>10

cilindar n > 0,89 Transport superslucaja I1
sfera n > 0,85

Kada se promatra vrijednost eksponenta n, razlikuju se cetiri mehanizma transporta aktivne
tvari iz Cestice. Ukratko, u slucaju vrijednosti n do 0,5 oznacavaju Fickovu difuziju te n 0,5 —
1,0 anomalan odnosno ne-Fickov transport koji ukljucuje difuziju i bubrenje. Nadalje, ukoliko
je vrijednost n = 1 radi se o transportu slu¢aja II (Case II transport) koji je odreden kinetikom
modela nultog reda, a vrijednosti n > 1 odraZavaju takozvani transport superslucaja II (Super

Case II transport) $to predstavlja ekstremnu vrstu prijenosa aktivne tvari (Bruschi, 2015).
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3.1. ZADATAK
Zadatak doktorskog rada bio je:

v definirati optimalne procesne uvjete ekstrakcije i koncentriranja za proizvodnju

ekstrakata tropa grozda bogatih fenolnim spojevima,

v’ razviti proces inkapsulacije ekstrakata tropa grozda metodom ionskog geliranja uz
primjenu razli¢itih omotaca prirodnog porijekla s ciljem poveéanja biodostupnosti

fenolnih spojeva u probavnom traktu,

v' odrediti geometrijske parametre, morfoloska svojstva 1 teksturalna svojstva
inkapsuliranih Cestica te utvrditi njihov utjecaj na otpustanje fenolnih spojeva tijekom

simulirane probave in vitro,

v’ opisati kinetiku otpustanja fenolnih spojeva iz inkapsuliranih Cestica ekstrakta tropa

grozda pomoc¢u matematickih modela,

v" usporediti utjecaj razli¢ith metoda inkapsulacije (ionsko geliranje, suSenje
zamrzavanjem i suSenje rasprSivanjem) pomocu odabranih omotaca na otpustanje
fenolnih spojeva tijekom simulirane probave in vitro 1 biodostupnost fenolnih spojeva

u probavnom traktu.

S obzirom na postavljene ciljeve/zadatke doktorskog rada, istrazivanja u okviru
eksperimentalnog dijela obuhvacala su nekoliko povezanih faza. Prvo su definirani optimalni
procesni uvjeti kruto-tekuce ekstrakcije za pripremu ekstrakata koji su se koristili za pripremu
inkapsulata pomoc¢u razli¢itih omotaca baziranih na natrij alginatu. Inkapsulacija ionskim
geliranjem bila je vode¢a metoda inkapsulacije ekstrakata tropa grozda te su odredeni optimalni
procesni uvjeti pri kojima se provodila inkapsulacija. Na temelju karakterizacije pripremljenih
inkapsulata (geometrijski parametri, morfoloska svojstva i teksturalna svojstva, kinetika
otpustanja fenolnih spojeva u uvjetima simulirane probave in vitro) odabrani su omotaci koji
su kori$teni za inkapsulaciju suSenjem zamrzavanjem i suSenjem rasprSivanjem. Inkapsulatima
pripremljenim s odabranim omotac¢ima pomocu tri metode inkapsulacije odreden je indeks
biodostupnosti te je provedena usporedba rezultata s obzirom na metodu inkapsulacije, omotac,
ekstrakt te njihovu interakciju. Shematski prikaz eksperimentalnog dijela ovog doktorskog rada

prikazan je na Slici 3.1.
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OPTIMIRANJE UVJETA
EKSTRAKCIJE

Uvjeti:

* uzorak trop grozda: CS

+ konvencionalna kruto-tekuéa ekstrakeija uvodenoj kupelji (200 rpm)

+ otapalo: 50 %-tni etanol vs. voda

+ omjer tekuée/kruto: 6 mL/g, 8mL/g, 10mL/g, 12mL/g, 20mL/gi40mL/g
Kriterij odabira:

* ukupni fenolni spojevi

» ukupni flavonoidi

* ukupni ekstraktibilni proantocijanidini

Optimalni uvjeti ekstrakcije: | ota . . N
+ otapalo: 50 %-tni etanol
+ omjer tekuce/kruto: 40 mL/g EKS T

— | OPTIMIRANJE INKAPSULACIJE
IONSKIM GELIRANJEM(IG)

ODABIR UVJETA INKAPSULACIJE =

- ~

R "\ ——= ODABIR OMOTACAINACINA SUSENJA
,/ Optimiranje: \ . S
' + metoda odzivnih povriina (RSM) | /" Uvjeti inkapsulacije: \
: Uvijeti: | , * IG pomocu inkapsulatora Biichi B-390 \
] . -
1 « ekstrakt tropa grozda: CS R * ekstrakti tropa grozda: CS :
: » ekstruzija kroz spricu | : + omotaci: natrij alginat (NA, 3 % w/v) i njegove \
1 - omotad. natrij alginat (NA), maseniudio: 1,5-4,5% wiv | | 1 kombinacije s maltodekstrinima (MAIL MAh), gumama !
| « koncentracija CaCly: 0,05-0,25 M | : arabika (GA) 1 tragacanth (GT), zelatinom (ZEL) te :
1 hl N ° .
| * vrijeme umreZavanja: 10— 50 min : \ kitozanom (KZ) :
: Kriterij odabira: : : v etiv 3u§ enjahidrogelova: |
| + efikasnost inkapsulacije (EE;g) kod hidrogelova | ! * suSenje na zraku :
! 1 : + sudenje pod vakuumom \
: Optimalni uvjetilG inkapsulacije: : | + suienje zamrzavanjem I
I
| ! : Kriterij odabira: I
1 + maseniudioNA: 3 % wiv vl « efikasnost inkapsulacije (EE;;) kod hidrogelova :
: * koncentracija CaCl,: 0,25M ! : + veli¢ina, oblik i morfologijalG-hidrogelovai IG-suhih |
| * vrijeme umreiavanja: 10 min : 1 inkapsulata :
| h vl « tekstura IG-hidrogelova i IG-suhih inkapsulata |
1 : 1 * invitro otpudtanje i kinetika fenolnih spojeva iz !
' I ! 1G-suhih inkapsulata :
\ HIDROGELOVI y ! |
S - ) Odabrani omotaci: Odabran nacin suienja: 1
g - \ — - ' I
1 « NA | * suSemje zamrzavanjem |> :
‘ - NA-GA |
" * NA-ZEL /)
A « NA(1,5K7) ‘
~ ~ b - ‘
USPOREDBA IG-INKAPSULATA S INKAPSULATIMA DOBIVENIM \
SUSENJEM ZAMRZAVANJEM (SZ) I SUSENJEM RASPRSIVANJEM (SR)
—— INKAPSULACIJA SUSENJEM ZAMRZAVANJEM — /' * NAe
Unwjeti: VS, * NA-GA;c

* NA-Z7EL¢
» ekstrakti tropa grozda: CS, CF, M
+ omotadi: natrij alginat (NA, 3 % w/v) i njegove kombinacije s maltodekstrinima
gumom arabika (GA) i Zelatinom (ZEL)
Parametar za usporedbu:
+ indeks biodostupnosti (BI)

* lofilizator Alpha 2-4 LSCplus, Christ (T=-83 °C, p =0,25 mbar, t =48 h) /

_U i INKAPSULACLJA SUSENJEM RASPRSIVANJEM
vieti:
* spray dryerB-290, Biichi (I'= 180 °C, protok 600 L/h, pumpa 25 %, mlaznica
1,5 mm)
+ ekstrakti tropa grozda: CS, CF, M
+ omotadi: natrij alginat (NA, 3 % w/v) i njegove kombinacije s maltodekstrinima
gumomn arabika (GA) i zelatinom (ZEL)
Parametar za usporedbu:
+ indeks biodostupnosti (BI)

Slika 3.1 Shematski prikaz eksperimentalnog dijela rada
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3.2. MATERIJALI

3.2.1. Uzoreci tropa grozda

Za izradu doktorskog rada koriStena su tri razli¢ita uzorka crnih sorti tropa grozda koji su
prikupljeni iz vinarije Erdut (Erdutski vinogradi d.o.o., Erdut, Republika Hrvatska) nakon

prerade grozda u vino:
- CS uzorak (sorta cabernet sauvignon, berba 2018.)
- M uzorak (sorta merlot berba, 2018.)
- CF uzorak (sorta cabernet franc, berba 2020.).

Uzorci su suSeni na zraku (~ 48 h pri temperaturi od 25 — 27 °C) 1 skladiSteni na sobnoj
temperaturi, a prije uporabe za analize samljeveni su na veli¢inu Cestica < 1 mm pomocu

ultracentrifugalnog mlina.

3.2.2. Kemikalije

Za provedbu eksperimentalnog dijela rada korisStene su sljedece kemikalije: DL-arabinoza, L-
ramnoza, maltotrioza, bezvodni natrij sulfit (98 — 100 %, p.a.), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH), 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeva sol (ABTS),
amonijev persulfat, 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazin (TPTZ), kitozan srednje molekulske mase,
guma arabika (prah), guma tragacanth, natrijeva sol alginske kiseline iz smede alge niske
viskoznosti, Zelatina iz koze hladnovodne ribe, maltodekstrin (dekstrozni ekvivalent 4 — 7),
maltodekstrin (dekstrozni ekvivalent 16,5 — 19,5), monohidrat galne kiseline (98+% A. C. S.
reagent), n-oktanol, (-)-epikatehin, (-)-epigalokatehin, (-)-epikatehin galat, (-)-galokatehin
galat, (+)-katehin hidrat, siringinska, elaginska, p-kumarinska, o-kumarinska, kafeinska,
ferulinska, p-hidroksibenzojeva, p-hidroksifenilacetatna, klorogenska i sinapinska kiselina,
rutin hidrat, tirozol, resveratrol, kempferol, miricetin, celit (opran kiselinom), pepsin iz
zelucane sluznice svinje (liofilizirani prah, > 2500 U/mg protein), pankreatin iz svinjske
gusterace (8 x USP), svinjski ekstrakt Zu¢i, hemoglobin iz govede krvi (prah) 1 trikloroctena
kiselina (Sigma Aldrich, Saint Louis, SAD). Zatim, apsolutni etanol, D-(+)-glukoza, natrijev
sulfat, natrijev hidroksid, natrijev klorid, natrijev nitrit, natrijev acetat, natrijev hidrogen fosfat,
aceton, kalcij klorid bezvodni (prah), kalijev klorid, kalijev dihidrogen fosfat, natrij hidrogen
karbonat, magnezijev klorid heksahidrat, kalcijev klorid dihidrat (Gram-Mol d.o.o., Zagreb,

Hrvatska); metanol HPLC cistoce (J.T. Baker, Arnhem, Nizozemska); acetonitril HPLC cCistoce
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(Fisher Chemical, Loughborough, UK); ledena octena kiselina (Macron Fine Chemicals,
Gliwice, Poljska); procijanidin B1, procijanidin B2, oenin klorid, kuromanin klorid, kalistefin
klorid, peonidin-3-O-glukozid klorid, mirtilin klorid i petunidin klorid (Extrasynthese, Genay,
Francuska). Kvercetin, 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina, vanilinska kiselina, D-(—)-fruktoza, D-
(—)-riboza, D-(+)-celobioza, D-(+)-galaktoza, D-(+)-maltoza monohidrat, D-(+)-manoza, D-(+)-
saharoza, heksadeciltrimetilamonij bromid, bakrov sulfat, 3,5-dinitrosalicilna kiselina (DNS),
natrijev dodecil sulfat, natrijev tetraborat dekahidrat, Trolox, amonijev karbonat (Acros
Organics, Geel, Belgija); e-viniferin (AppliChem, Darmstadt, Njemacka); D-(+)-ksiloza,
zeljezov(Il)sulfat heptahidrat, kalijev hidrogenftalat, natrijev karbonat, kalijev nitrat (Kemika,
Zagreb, Hrvatska) i Folin Ciocalteu reagens (CPA chem, Bogomilovo, Bugarska). BSA otopina
— govedi serumski albumin, Zeljezo(Ill)klorid heksahidrat (99+%), natrij dihidrogen fosfat
hidrat (Acros Organics, New Yersey, SAD); natrijev citrat dihidrat (T.T.T, Sveta Nedjelja,
Hrvatska); klorovodi¢na i sumporna kiselina, n-heksan (Carlo Erba Reagents GmbH,
Emmendingen, Njemacka); aluminijev(Ill)klorid heksahidrat (Alfa Aesar GmbH & Co KG,
Kandel, Njemacka); I1-butanol, etilendiamintetraoctena kiselina dinatrijeva sol dihidrat
(EDTA); 2-etoksietanol, fosforna kiselina, natrijev kalijev tartarat tetrahidrat (Fisher Chemical,
Loughborough, UK); mravlja kiselina (98 — 100 %) (Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka);
tris(hidroksimetil)sminometan (99,8+ %) (BDH Prolabo, UK).

3.2.3. Uredaji

Prilikom provedbe eksperimentalnog dijela doktorskog rada koristeni su sljede¢i uredaji:

- analiticka vaga (Adam Equipment, Nimbus NBL-2141, Kingston, UK)

- analizator vlakana (FIWE 3, VELP Scientifica, Usmate Velate, Italija)

_analizator vlage (Mettler Toledo, HR-73, Ziirich, Svicarska)

- blok za razaranje (Behr Labor-Technik GmbH, Behrotest K12, Diisseldorf, Njemacka)
- centrifuga (Z 326 K, Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Njemacka)

- 1inkapsulator (Biichi B-390, Flawil, Switzerland)

- liofilizator (Alpha 2-4 LSCplus, Christ, Osterode am Harz, Njemacka)

- mufolna pe¢ (Forns Hobersal, MF12-124, Barcelona, gpanjolska)

- presa za brtvljenje (Crucible Sealing Press, Mettler Toledo)

- pretrazni elektronski mikroskop (Hitachi S4700, Hitachi Scientific Ltd., Tokio, Japan)
- rotator (PTR-60, Grant-bio Instruments, Cambridge, UK)

_ rotavapor (Biichi B-210, Flawil, Svicarska)
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- skener (EPSON V500 Photo, Epson America Inc., CA, SAD)

- termostat (TC 135 S, Lovibond, Dortmund, Njemacka)

- TOC analizator (TOC-Lcpu/cpn, SSM 5000A, Shimadzu, Japan)

- ultracentrifugalni mlin (Retsch ZM200, Haan, Njemacka)

- ultrazvucna kupelj (Elmasonic P 120 H, Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Njemacka)

- univerzalni sustav za ekstrakciju (Bilichi B-811 LSV, Flawil, §Vicarska)

- uredaj za analizu teksture (TA.XTplus Texture Analyzer, Stable Microsystems Ltd.,
Surrey, UK)

- uredaj za destilaciju (Behr Labor-Technik GmbH, Behrotest Behr S2, Diisseldorf,
Njemacka)

- uredaj za diferencijalnu pretraznu kalorimetriju (Mettler Toledo 821e DSC, Mettler Inc.,
Schwerzenbach, Svicarska)

- uredaj za nanoSenje filma prskanjem (Bio-Rad SC 502, VG Microtech, Uckfield, UK)

- uredaj za rendgensku difrakciju praha (BRUKER D8 Advance diffractometer,
Karlsruhe, Njemacka)

- uredaj za tekuc¢insku kromatografiju ultra visoke ucinkovitosti (UHPLC Nexera XR,
Shimadzu, Japan)

- UV/VIS spektrofotometar (UV-1280, Shimadzu, Kyoto, Japan)

- vodena kupelj s tresilicom (Julabo, SW-23, Seelbach, Njemacka)

- vorteks (DLab MX-S, Los Angeles, SAD)

- zamrziva¢ na -80 °C (SWUF Ultra Low Temperature Smart Freezer, Witeg, Wertheim,
Njemacka)

3.3. METODE

3.3.1. Analiza kemijskog sastava tropa grozda

Analiza kemijskog sastava provedena je na ¢vrstim uzorcima tropa grozda i u pripremljenim
ekstraktima tropa grozda. Iz ¢vrstih uzoraka tropa grozda odreden je udio suhe tvari, slobodnih
masti, ukupnih proteina, pepela, neutralnih detergent vlakana (Neutral Detergent Fiber — NDF),
kiselih detergent vlakana (Acid Detergent Fiber — ADF), kiselog detergent lignina (Acid
Detergent Lignin — ADL), hemiceluloze, celuloze, ukupnog ugljika (7otal Carbon —TC) i
anorganskog ugljika (/norganic Carbon — IC); ukupnog organskog ugljika (Total Organic
Carbon — TOCrg).
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U vodenim ekstraktima tropa grozda odreden je udio pojedinacnih Secera (arabinoza, saharoza,
glukoza, fruktoza), reducirajucih Secera, ukupnog organskog ugljika (TOCE), ukupnog dusika
(TN) i topljivih proteina. Ekstrakti su pripremljeni prema ranije opisanoj metodi Selo i sur.
(2022). Ukratko, u 1 g tropa grozda dodano je 25 mL destilirane vode te je ekstrakcija
provedena u vodenoj kupelji pri 30 °C s treSnjom 170 rpm tijekom 30 minuta. Nakon zavrsSetka
kruto-tekuce ekstrakcije, uzorci su centrifugirani pri 10 000 xg tijekom 10 minuta, a zatim je

supernatant (tekuci ekstrakt) koriSten za analize.

Ukupni fenolni 1 pojedinac¢ni fenolni spojevi te antioksidacijska aktivnost odredeni su u
ekstraktima tropa grozda. Budu¢i da je fokus ovog doktorskog rada na ovim spojevima,
priprema ekstrakta tropa grozda za potrebe odredivanja koncentracije ovih spojeva te metode

odredivanja udjela fenolnih spojeva su prikazani u zasebnom poglavlju (poglavlje 3.3.2.).

Sve analize su provedene u tri paralelna ponavljanja, a rezultati su izrazeni na suhu tvar uzorka

radi bolje usporedivosti dobivenih podataka.

3.3.1.1. Odredivanje udjela suhe tvari

Udio suhe tvari u uzorcima odreden je brzom termogravimetrijskom metodom upotrebom
analizatora vlage. Na integriranu vagu u komori za susenje postavljena je aluminijska posudica
u koju je izvagano oko 3 g uzorka. U komori je zatim provedeno suSenje na 105 °C do
konstantne mase uzorka prema standardnoj metodi uz kriterij 3 zavrSetka procesa kojeg
karakterizira gubitak mase od 1 mg tijekom 50 sekundi. Udio suhe tvari (%) izracunat je prema

izrazu (3.1):

m
Wsv, (%) == 100 3.1)
1

W . — udio suhe tvari tropa grozda (%), m; — masa uzorka prije susenja (g), m,— masa uzorka
nakon suSenja (g). Sva mjerenja provedena su u tri paralele te su rezultati izraZeni kao srednja

vrijednost + standardna devijacija (SD).

3.3.1.2.  Odredivanje udjela slobodnih masti

Za odredivanje udjela slobodnih masti koriSten je univerzalni sustav za ekstrakciju 1 standardna

Soxhlet metoda AAOC 945.16 (AOAC, 2005a). Metoda se temelji na kontinuiranom
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zagrijavanju otapala do vrenja, otparavanju otapala te kondenzaciji para otapala koje prelaze

preko uzorka i ekstrahiraju masti.

Postupak
U ekstrakcijsku komoru ekstraktora postavljene su staklene frite sa odvaganim uzorkom (2 g)
u filter papiru te je na komoru pric¢vrs¢eno hladilo. Kao otapalo koristen je n-heksan koji je
dodan u prethodno osusene na 105 °C, ohladene i izvagane staklene posude. Ekstrakcija je
provodena 2 sata, nakon ¢ega je u sklopu ekstraktora provedeno ispiranje uzorka 5 minuta,
otparavanje otapala 15 minuta iz ekstrakta koji sadrzi masti te suSenje ekstrakta u trajanju od
15 minuta. Staklene posude s ekstraktom (slobodnim mastima) dodatno su susene u suSioniku

na 105 °C tijekom 30 minuta, ohladene u eksikatoru i izvagane.

Nakon provedbe postupka, udio masti izracunat je prema izrazu (3.2):

mg

udio masti (%) = 100 3.2)

uz

gdje je: my — masa ekstrakta koji je prikupljen u staklenoj posudi i sadrzi slobodne masti (g),
m,, — masa tropa grozda koristenog za ekstrakciju (g). Udio masti izrazen u postotku (%)
preracunat je na suhu tvar uzorka prema izrazu (3.3):

udio masti (%
udio slobodnih masti (Y%osy) = Wy C6) (3.3)

100

gdje je: wg 4, —udio suhe tvari tropa grozda (%). Analiza je provedena u tri ponavljanja te su

rezultati prikazani kao srednja vrijednost = SD.

3.3.1.3.  Odredivanje udjela ukupnih proteina

Udio ukupnih proteina odreden je indirektno preko udjela duSika u uzorcima metodom po
Kjeldahl-u (AOAC, 2005b). Princip metode temelji se na potpunoj oksidaciji organske tvari
zagrijavanjem uzorka koncentriranom sumpornom kiselinom uz dodavanje katalizatora
(bakrovog sulfata) i1 soli (natrijevog sulfata) pomocu koje se povisuje vreliSte Tijekom
oksidacije dolazi do oslobadanja duSika u obliku amonijaka koji u reakciji sa sumpornom

kiselinom daje amonijev sulfat. Nadalje, prilikom destilacije oslobada se amonijak djelovanjem
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luzine na amonijev sulfat. Amonijak se predestilira u tikvicu s kiselinom ¢iji je molaritet poznat,

a zatim se viSak kiseline odredi titracijom.

Postupak
Na listi¢e celofana odvagano je 0,2 g = 0,1 mg uzorka koji je zatim umotan u celofan i stavljen
u staklene epruvete. U staklene epruvete dodan je natrij sulfat (10 g) i bakrov sulfat (0,1 g) te
koncentrirana sumporna kiselina (15 mL), a zatim su epruvete postavljene na stalak za
spaljivanje. Nakon 30 minuta, sadrzaj epruvete lagano je promijesSan te su epruvete spojene na
sustav za odsisavanje 1 postavljene u blok za razaranje koji je prethodno zagrijan na 420 °C.
Razaranje je izvrSeno u trajanju od oko 60 minuta, a nakon toga uzorci su izvadeni i ohladeni.
U ohladene uzorke dodana je destilirana voda (75 mL) te su epruvete prenesene na uredaj za
destilaciju. Nakon dodavanja 35 %-tnog natrijevog hidroksida (~50 mL) provedena je
destilacija 1 dobiveno je oko 100 mL destilata. Kraj destilacije potvrden je pomoc¢u indikator
papira pomocu kojeg je utvrden neutralan pH destilata. U tikvicu s uzorkom je zatim dodan
indikator i provedena je titracija s 0,1 M natrij hidroksidom. Slijepa proba provedena je na isti

nacin, ali bez uzorka, odnosno u staklenu epruvetu stavljen je prazan listi¢ celofana.

Nakon analize, udio dusSika (N) izraunat je prema izrazu (3.4):

Vi—=V,)-f-0,14
wow= GBS )

gdje je: V; — volumen natrijevog hidroksida (0,1 M) upotrijebljenog za titraciju slijepe probe
(mL), V5 — volumen natrijevog hidroksida (0,1 M) upotrijebljenog za titraciju ispitivanog
uzorka (mL), f — faktor upotrijebljenog 0,1 M natrijevog hidroksida (f = 1), m,, — masa uzorka
(8)-

Udio ukupnih proteina zatim je izracunat mnozenjem udjela dusika (V) s faktorom 6,25.

3.3.1.4. Odredivanje udjela pepela

Udio pepela u tropu grozda odreden je prema gravimetrijskoj metodi AACC-08-03 (AOAC,
1995). Metoda se temelji na potpunom izgaranju uzorka u mufolnoj pe¢i prema uvjetima

metode.

Postupak
Prije analiza pripremljeni su porculanski lon¢i¢i Zarenjem u mufolnoj pe¢i (15 min na 550 °C)

te hladenjem u eksikatoru (~ 1 h). Ohladeni lon¢i¢i su izvagani prazni, a zatim je u njih odvagan
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uzorak (2 g). Lonci¢i s uzorkom Zareni su 4 sata u mufolnoj peci koja je prethodno zagrijana na
600 °C. Nakon zarenja, lonci¢i su stavljeni u eksikator na hladenje te su izvagani. Udio pepela

(%) je izracunat prema izrazu (3.5):

. mz — my
udio pepela (%) = —— - 100 3.5)

m; — my

gdje je: m; — masa praznog porculanskog lon¢i¢a (g), m, — masa porculanskog loncica s
uzorkom (g), m; — masa porculanskog lonci¢a s uzorkom nakon zarenja (g). Potom su rezultati
izrazeni na suhu tvar uzorka prema izrazu (3.6):

_ udio pepela (%)
udio pepela (%) = We s 3.6)

100

gdje je: wg 4, — udio suhe tvari tropa grozda (%). Analiza je provedena u tri ponavljanja te su

rezultati prikazani kao srednja vrijednost + SD.

3.3.1.5. Odredivanje udjela neutralnih detergent vlakana, kiselih detergent vlakana i
kiselog detergent lignina

Prema Van Soest metodi (Goering i Soest, 1970), pomocu analizatora vlakana odreden je udio

NDF-a, ADF-ai ADL-a.

Priprema otopina
NDF otopina — u 600 mL destilirane vode dodan je natrij tetraborat (6,81 g) koji je otopljen uz
zagrijavanje. Potom je dodano 20,6 g EDTA uz sniZavanje temperature grijaca kako bi se
smanjilo isparavanje. U otopinu je zatim dodan natrij dodecil sulfat (30 g), a nakon potpunog
otapanja, otopina je prebacena u odmjernu tikvicu volumena 1 L. Nadalje, u 100 mL destilirane
vode otopljen je natrij hidrogen fosfat dihidrat (5,72 g) uz zagrijavanje te je otopina dodana u
odmjernu tikvicu s prethodnom otopinom. U odmjernu tikvicu je dodan i 2-etoksietanol (10

mL) te je tikvica nadopunjena destiliranom vodom do oznake.

ADF otopina — uz zagrijavanje u 200 mL destilirane vode otopljen je heksadeciltrimetilamonij
bromid (20 g). Nadalje, u odmjernu tikvicu volumena 1 L, koja je uronjena u kupelj s hladnom
vodom, dodana je destilirana voda (500 mL), a potom je polako dodana 0,5 M sumporna
kiselina (26,76 mL) te prethodno pripremljena otopina heksadeciltrimetilamonij bromida.

Tikvica je zatim nadopunjena destiliranom vodom do oznake.
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ADL otopina je 72 %-tna sumporna kiselina — u odmjernu tikvicu volumena 1 L dodana je
destilirana voda (~ 250 mL) 1 666,304 mL koncentrirane sumporne kiseline (98 %) te je tikvica

nadopunjena destiliranom vodom do oznake.

Postupak
Gucevi su prije analiza osuseni u susioniku (1 sat na 105 °C) te ohladeni u eksikatoru (~ 30
min), a na isti nacin pripremljen je i celit. Gucevi s odvaganim celitom (1 g), uzorkom (1 g) i
natrij sulfitom (0,5 g) postavljeni su na analizator vlakana. Potom je dodano 100 mL
pripremljene NDF otopine za provedbu analize odredivanja udjela neutralnih detergent vlakana.
Takoder, dodano je i nekoliko kapi n-oktanola kako bi se smanjilo pjenjenje prilikom
zagrijavanja. Uzorci su zagrijani do kljucanja gdje je kljucanje uz refluks trajalo sat vremena, a
nakon toga je provedeno filtriranje i ispiranje kipucom destiliranom vodom (~ 300 mL), a zatim
1 acetonom (~ 50 mL). Potom su gucevi s uzorcima suseni u susioniku na 130 °C tijekom 120
minuta. Ohladeni gucevi s uzorcima su izvagani i stavljeni na uredaj kako bi se provela analiza
kiselih detergent vlakana. ADF analiza provedena je na isti nacin kao i NDF uz koriStenje
prethodno pripremljene ADF otopine. Nakon $to je ostatak osuSen (130 °C, 120 min) i ohladen
provedena je analiza udjela ADL-a tako da je u guceve, koji su postavljeni na uredaj, dodano
25 mL 72 %-tne sumporne kiseline. Svakih sat vremena uzorak se promijeSan, a po zavrSetku
analize (3 h) uzorci su isprani kipu¢om destiliranom vodom, osuSeni u suSioniku na 130 °C
tijekom 120 minuta 1 ohladeni u eksikatoru. Gucevi s uzorcima zatim su Zareni na 550 °C u

mufolnoj pec¢i 120 minuta.

Udjeli NDF-a, ADF-a i ADL-a izra¢unati su prema izrazima (3.7 i 3.8):

m
NDF /ADF (%g4,) = ﬁ -100 (3.7)
Muz ™ 700
m —m
ADL (Yosy) = | ——pp— | - 100 (3.8)
Muz " 700

gdje je: m,,, — masa uzorka (g), m; — masa uzorka nakon susenja (g), m, — masa uzorka nakon
zarenja (g), W ¢, — udio suhe tvari tropa grozda (%), NDF, ADF i ADL — udjeli neutralnih,
kiselih detergent vlakana te udio kiselog detergent lignina izrazeni u postotku po suhoj tvari

tropa grozda (Yos.v.).

Iz dobivenih podataka izracunat je i udio hemiceluloze (3.9) i celuloze (3.10):
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udio hemiceluloze (Y%, ) = NDF(%g,) — ADF (% y) 3.9)

udio celuloze (%gty) = ADF (%gtv) — ADL(%gv.) (3.10)

dok udio ADL-a predstavlja udio lignina koji se nalazi u uzorku. Svi uzorci su analizirani u tri

paralele, a rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + SD.

3.3.1.6. Odredivanje udjela ukupnog organskog ugljika, ukupnog ugljika i
anorganskog ugljika

Uporabom TOC analizatora pomo¢u modula SSM-5000A metodom kataliticke oksidacije

izgaranjem pri 200 °C odreden je udio IC, a izgaranjem pri 900 °C udio TC u tropu grozda

(Milakovi¢, 2016; Shimadzu Corporation, 2023). IzraCunavanjem razlike udjela TC i IC

odreden je udio TOCrg.

Postupak
Prije analize, keramicke ladice su Zarene na 550 °C tijekom sat vremena, a zatim ohladene u

eksikatoru. Nakon hladenja u njih je odvagan uzorak trop grozda (~ 30 mg).

Za provedbu analize IC-a uzorak je prije mjerenja zakiseljen s 25 %-tnom fosfornom kiselinom
(300 pL) u svrhu snizavanja pH vrijednosti < 2 kako bi prisutni hidrogenkarbonati i karbonati
presli u ugljikov dioksid. Nadalje, kako bi se provela analiza TC-a izvagani trop grozda u ladici
je pokriven keramickom vunom prije stavljanja u peénicu. Produkti izgaranja noSeni su s
kisikom pri protoku 500 mL/min do ¢elija nedisperzivnog infracrvenog (Non-Dispersive
Infrared — NDIR) detektora gdje se ugljikov dioksid detektira te se signal biljezi kao pik. Na
temelju povrSine pika (P) iz kalibracijske krivulje je, pomocu softvera, preko regresijskih
jednadzbi izraunata masena koncentracija (C', mg/mL) IC-a (3.11) i TC-a (3.12). Natrij
karbonat (0,5 — 2,5 mg C) koristen je kao standard za kalibracijsku krivulju za IC dok je za TC
to bio kalijev hidrogenftalat (0,1 — 15 mg C).

P =0,1602-C" — 10,40 3.11)
R? = 0,9983
P=0,1299-C" + 14,75 (3.12)
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R? = 10,9994

Rezultati su izrazeni u postotku, a zatim su preracunati na suhu tvar tropa grozda te izrazeni

kao srednja vrijednost tri mjerenja + SD.

3.3.1.7. Odredivanje udjela reducirajucih Seéera

Koncentracija reduciraju¢ih Secera odredena je spektrofotometrijski prema DNS metodi
(Miller, 1959; Alarcon i sur., 2022). Princip metode temelji se na redoks reakciji slobodnih
karbonilnih skupina reducirajucih Secera sa aromatskom 3,5-dinitrosalicilnom kiselinom pri
¢emu nastaje 3-amino-5-nitrosalicilna kiselina tamno-narancaste boje koja ima maksimalnu

apsorbanciju pri 540 nm (Visvanathan i sur., 2020; de Borba 1 sur., 2022).

Postupak
DNS reagens pripremljen je otapanjem 3,5-dinitrosalicilne kiseline (2,18 g) u 0,5 M natrijevom
hidroksidu (80 mL) uz zagrijavanje i mijeSanje pri 70 °C do potpunog otapanja. Zatim je dodan
natrij kalij tartarat (30 g), a nakon otapanja, otopina je ohladena na sobnu temperaturu te je

nadopunjena destiliranom vodom do oznake u odmjernoj tikvici od 100 mL (Daud i sur., 2019).

U epruvete je dodano 0,5 mL vodenog ekstrakta tropa grozda te 0,5 mL DNS reagensa, epruvete
su zatvorene 1 uzorci su inkubirani na 100 °C tijekom 5 minuta. Nakon inkubacije uzorci su
ohladeni uranjanjem epruveta u hladnu vodu tijekom 10 minuta te je s pomoc¢u UV/VIS
spektrofotometra izmjerena apsorbancija uzoraka u odnosu na slijepu probu pri 540 nm. Slijepa
proba priredena je na isti nacin, ali je umjesto ekstrakta sadrzavala destiliranu vodu. Prilikom
izrade kalibracijske krivulje glukoza je koriStena kao standard te je masena koncentracija

reducirajucih Secera (C") izraCunata iz regresijske jednadzbe (3.13):

€’ =0,3563 - A+ 0,0079 (3.13)
R? = 10,9972
gdje je C” — masena koncentracija glukoze (mgcLu/mLy;), A — apsorbancija uzorka pri valnoj
duljini 540 nm te R? — koeficijent determinacije.

Konacni rezultati su izrazeni na masu suhe tvari uzorka odnosno kao maseni udio (C, mg/gsw.).

Sva mjerenja provedena su u tri paralele te su rezultati izrazeni kao srednja vrijednost + SD.
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3.3.1.8. Odredivanje udjela ukupnog organskog ugljika u ekstraktima tropa grozda

Direktnom metodom NPOC (Non-Purgeable Organic Carbon) koja se nalazi u softveru (TOC-
Control L, verzija 1.04) odredena je koncentracija TOCEg. Prije pokretanja analize, prema
postavkama metode u softveru, dodatkom 1 M klorovodi¢ne kiseline (1,5 %) uklonjen je IC iz
tekuceg ekstrakta. Ovim postupkom uz platinu kao katalizator, IC se prevodi u ugljikov dioksid
te se dalje, u struji sintetskog zraka, odvodi iz tekuce faze. Na isti nacin odvode se 1 anorganski

visokohlapljivi spojevi.

Ovako pripremljen uzorak stavljen je u oksidacijsku komoru gdje se, pri 680 °C, preostali ugljik
oksidirao u ugljikov dioksid. Nastali ugljikov dioksid je pomocu sintetskog zraka protoka 150
mL/min transportiran do ¢elija NDIR detektora gdje je ugljikov dioksid detektiran (Ceranié,
2016; Shimadzu Corporation, 2023), a detekcijski signal prikazan je kao pik. Pomocu softvera
izraCunata je povrsina ispod pika (P) te je pomocu kalibracijske krivulje izraCunata masena
koncentracija ukupnog organskog ugljika (C’, mgc/L) prema regresijskoj jednadzbi (3.14), a

dobiveni rezultat preracunat je na suhu tvar tropa grozda (C, mgc/gs.v.).

P =3,951-C + 85,67 (3.14)

R? = 0,9996

Kalibracijska krivulja za analizu TOC-a izradena je sa kalijevim hidrogenftalatom kao

standardom u rasponu koncentracije od 10 do 100 mg/L.

3.3.1.9. Odredivanje udjela ukupnog dusika

Pomocu jedinice za mjerenje ukupnog duSika (7otal Nitrogen Measuring Unit, TNM-L),
odredena je koncentracija ukupnog dusika (7otal Nitrogen, TN) u tekué¢im ekstraktima tropa
grozda. Metoda mjerenja TN-a temelji se na katalitickom izgaranju pri temperaturi od 720 °C
tijekom kojeg dusik iz uzorka prelazi u dusikov monoksid koji zatim reagira s ozonom i stvara
dusikove diokside. Kemiluminiscentnim detektorom (Chemiluminescence Detector, CLD)
detektira se signal duSikovih oksida prikazan kao pik koji je proporcionalan koncentraciji
dusika u analiziranom uzorku (Shimadzu Corporation, 2020; Shimadzu Corporation, 2023). 1z
povrsine pika (P) preko kalibracijske krivulje za ¢iju je izradu koriSten kalijev nitrat kao
standard u rasponu koncentracija od 0 do 100 mg/L izraCunate su koncentracije TN-a (C’,
mgn/L) prema regresijskoj jednadzbi (3.15). Dobiveni rezultat preracunat je na suhu tvar tropa

grozda (C, mg/gs.).
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P =7861-C + 30,04 (3.15)

R? = 10,9999

3.3.1.10. Odredivanje udjela pojedinacnih Secera

Odredivanje koncentracije pojedinac¢nih Secera provedeno je pomocu uredaja za tekucinsku
kromatografiju ultra visoke djelotvornosti (Ultra-High Performance Liquid Chromatography,
UHPLC) pomoc¢u detektora indeksa loma (Refractive Index Detector, RID) prema metodama
koje su prilozene uz koriStene kolone. Pomocu Nucleogel® Sugar Pb kolone (VA,
300 x 7,8 mm, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Dueren, Njemacka) odredena je masena
koncentracija Secera arabinoze, fruktoze i glukoze, gdje je kao mobilna faza koristena ultracista
voda s protokom 0,4 mL/min, a trajanje metode iznosilo je 20 minuta pri 80 °C. Nadalje,
pomoc¢u Aminex® HPX kolone (HPX 87H, 300 x 7,8 mm, Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, SAD) odredena je masena koncentracija saharoze uporabom 5 mM sumporne kiseline kao
mobilne faze s protokom 0,6 mL/min tijekom 60 min pri 40 °C. Na temelju usporedbe
retencijskih vremena te spektralnih podataka sa standardima identificirani su pojedinacni Seceri,

a analiza podataka provedena je pomocu softvera LabSolutions (verzija 5.87).

Iz kalibracijskih krivulja za svaki pojedini Secer, prema linearnim regresijskim jednadZbama
navedenim u Tablici 3.1, izraCunate su masene koncentracije pojedinacnih Secera (C’, mg/mL)
te su preracunate na masu suhe tvari uzorka. Sva mjerenja provedena su u tri paralele te su

rezultati izraZeni kao srednja vrijednost + SD.

Tablica 3.1 Prikaz linearnih regresijskih jednadzbi za izracun masenih koncentracija pojedinacnih
Secera (C', mg/L) odredenih pomo¢u UHPLC-a

Secer Linearna regresijska jednadzba
Arabinoza P = 218160,63 - C"+ 31070,06
Fruktoza P = 156272,11 - C" + 28,50
Glukoza P =210520,91 - C"— 18,08
Saharoza P =100128,34 -C"+ 11,10

P — povrsina ispod pika. Koeficijent determinacije (R?) svih navedenih regresijskih jednadzbi iznosio je 1

3.3.1.11. Odredivanje udjela topljivih proteina Bradfordi¢inom metodom

Bradfordi¢ina metoda odredivanja koncentracije topljivih proteina temelji se na stvaranju

kompleksa protein-boja, odnosno vezanju bazi¢nih 1 aromatskih bo¢nih ogranaka proteina i
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anionskog oblika Coomassie Briliant Blue G-250 boje. Nastali kompleks u kiselom mediju
pokazuje apsorpcijski maksimum pri valnoj duljini 595 nm (Bradford, 1976; Strelec i Kovac,

2014).

Postupak
Neposredno prije analiza je svjeze pripremljen Bradfordi¢in reagens razrjedivanjem s
destiliranom vodom u omjeru 1 : 4. U kivete je otpipetirano 0,1 mL ekstrakta tropa grozda i
dodano 2 mL BradfordiCinog reagensa te je apsorbancija reakcijske smjese izmjerena
spektrofotometrijski nakon 5 minuta na valnoj duljini 595 nm u odnosu na slijepu probu. Slijepa
proba je pripremljena na isti nacin, ali je umjesto uzorka sadrzavala 0,1 mL destilirane vode.
Kalibracijska krivulja je pripremljena uporabom govedeg serumskog albumina (Bovine Serum
Albumin, BSA) kao standarda otopljenog u poznatim koncentracijama (0,1 — 0,6 mg/mL). Iz
eksperimentalnih podataka linearnom regresijom dobivena je ovisnost masene koncentracije
BSA o ocitanoj apsorbanciji (A) 1 prikazana jednadzbom (3.16) prema kojoj je izracunata

masena koncentracija proteina u ekstraktima (C’, mggsa/mL).

¢ =1,2783:-4-0,0159 3.16)

R? = 10,9959

Konac¢ni rezultati su preracunati na masu suhe tvari uzorka (C, mg/gsw.). Sva mjerenja

provedena su u tri paralele te su rezultati izrazeni kao srednja vrijednost + SD.

3.3.2. Odredivanje udjela fenolnih spojeva

Koncentracija fenolnih spojeva u ekstraktima tropa grozda odredivana je iz tekucih ili suhih
ekstrakata. U slucaju suhih ekstrakta, oni su prije analize otapani u ogovaraju¢em otapalu u
poznatoj koncentraciji, Za odredivanje koncentracija ukupnih fenolnih spojeva (UF), ukupnih
flavonoida (UFL) 1 ukupnih ekstraktibilnih proantocijanidina (UPA) koriStene su
spektrofotometrijske metode, a za odredivanje koncentracije pojedinacnih fenolnih spojeva 1
antocijana kromatografske odnosno UHPLC metode. Sva mjerenja provedena su u tri paralele,

a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost mjerenja + SD.

3.3.2.1. Priprema ekstrakata tropa grozda

U cilju dobivanja §to veceg prinosa fenolnih spojeva istraZen je utjecaj vrste otapala (destilirana

voda i 50 %-tna vodena otopina etanola) i omjer konvencionalne kruto-tekucée ekstrakcije (6
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mL/g, 8 mL/g, 10 mL/g, 12 mL/g, 20 mL/g, 40 mL/g) na prinos fenolnih spojeva iz tropa grozda
CS. Kako bi se osigurao odgovarajuc¢i omjer tekuce (otapalo) — kruto (trop grozda) izvagana je
odredena masa tropa grozda u tamne bocice s cepom te je u svaku bocicu dodano 60 mL otapala
(50 %-tna vodena otopina etanola ili destilirana voda), a ekstrakcija je zatim provedena u
vodenoj kupelji pri na 80 °C tre$nji od 200 rpm tijekom 120 minuta (Selo i sur., 2022).
Dobivene suspenzije nakon ekstrakcija su centrifugirane 10 minuta na 11 000 xg te je odvojen
tekuci ekstrakt od taloga. Tekuci CS ekstrakt je koriSten za odredivanje koncentracije UF-a,
UFL-a i UPA. Na osnovi rezultata odredeni su optimalni uvjeti ekstrakcije fenolnih spojeva
(omjer tekuce-kruto: 40 mL/g i otapalo: 50%-tna vodena otopina etanola). Pri utvrdenim
optimalnim uvjetima dalje su se pripremali svi ispitivani ekstrakti koji su dodatno koncentrirani
do suhog za potrebe odredivanja koncentracije ukupnih i pojedinacnih fenolnih spojeva u svim
ispitivanim ekstraktima tropa grozda (CS, CF 1 M) 1 njihove antioksidacijske aktivnosti te za
potrebe inkapsulacije i dugih vezanih analiza. Koncentriranje je provedeno uparavanjem u
tikvicama okruglog dna koje su prethodno osuSene, ohladene u eksikatoru i izvagane.
Uparavanje do suhog je provedeno na rotavaporu pri temperaturi vodene kupelji 50 °C te pod
tlakom od 48 mbar. Nakon uparavanja tikvice su ohladene u eksikatoru, izvagane, a suhi
ekstrakt ostrugan je sa stijenki tikvice i cuvan za daljnje analize na +4 °C. U slu¢aju suhih
ekstrakata, oni su se prije odredivanja koncentracije fenolnih tvari 1 antioksidacijske aktivnosti
otapali u vodenim otopinama etanola (u razli¢itim koncentracijama ovisno o analizi) pri ¢emu

je bila poznata pocetna koncentracija otopljenog ekstrakta.

3.3.2.2. Odredivanje koncentracije ukupnih fenolnih spojeva

UF odredeni su Folin-Ciocalteuovom spektrofotometrijskom metodom (Waterhouse, 2001).
Metoda se temelji na oksidacijsko-redukcijskim procesima izmedu Folin-Ciocalteuovog
reagensa, polimernog kompleksnog iona molibdena i volframa, i hidroksilnih skupina prisutnih
fenolnih spojeva. Dodatkom natrij karbonata postize se luznati medij u reakcijskoj smjesi te
dolazi do deprotonacije hidroksilnih skupina fenolnih spojeva koji se oksidiraju Folin-
Ciocalteuovim reagensom. Redukcija reagensa se o€ituje u promijeni boje iz Zute u plavu ¢ija

se apsorbancija mjeri spektrofotometrijski na valnoj duljini 765 nm (Stratil i sur., 2006).

Postupak
U epruvetu je otpipetirano 3160 pL destilirane vode, 40 pL uzorka 1 200 pL Folin-
Ciocalteuovog reagensa, a zatim je reakcijska otopina promijeSana na vorteksu. Nakon 8

minuta, u epruvete je dodano 600 puL 20 %-tne otopine natrij karbonata, uzorci su promijeSani
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1 inkubirani 30 minuta na 40 °C u vodenoj kupelji. Slijepa proba pripremljena je na isti nacin,
ali je umjesto uzorka dodan isti volumen ekstrakcijskog otapala. Inkubiranjem je razvijeno
plavo obojenje reakcijske otopine Cija je apsorbancija mjerena na UV/VIS spektrofotometru na
valnoj duljini 765 nm. Kalibracijska krivulja pripremljena je uporabom galne kiseline kao
standarda u rasponu koncentracija od 0,05 do 1 mg/mL. S obzirom na to da su u ovom
doktorskom radu odredivane koncentracije ukupnih fenolnih tvari u ekstraktima pripremljenim
s razli¢itim otapalima zbog razliitih zahtjeva pojedinih analiza, izradene su kalibracijske
krivulje za svako koristeno otapalo te su dobivene regresijske jednadzbe koje pokazuju ovisnost

masene koncentracije galne kiseline (Cgq k., mg/mL) i ocitane asporbancije (4) na

spektrofotometru pri 765 nm prikazane u Tablici 3.2.

Tablica 3.2 Prikaz regresijskih jednadzbi za izraCun masenih koncentracija ukupnih fenolnih spojeva
(C', mg/mL) za pripadajuce otapalo koristeno za pripremu kalibracijskih krivulja

Otapalo Regresijska jednadzba KOEﬁc.l.]en.t. Upotreba
determinacije
i timiranje
Yo- jark. = 0,975 - A—0,011 2 2 optimiran]
50%-tni etanol gal.k. R% = 0,9986 chstrakeijo UF-a
Cyark. = 0,9575 - A —0,0098 R? = 0,9993 optimiranje

ekstrakcije UF-a
Cgark. = 1,0188 - 4+ 0,018 R? = 0,9996 UF u ekstraktima

UF nakon
simulirane probave

destilirana voda

metanol Coark. = 1,094 - A +0,0818 R%? =0,9912

C éaz.k. — koncentracija galne kiseline (mg/mL), A — oCitana apsorbancija uzorka

Iz odgovarajuce kalibracijske krivulje odnosno regresijske jednadZbe izraCunate su masene
koncentracije fenolnih tvari i izraZzene u ekvivalentima galne kiseline (Gallic Acid Equivalents,
GAE) (mggae/mL). Zbog preciznije usporedbe rezultata, masene koncentracije su preracunate

na suhu tvar tropa grozda (Cyp, mgcar/gs.v.) 111 na masu ekstrakta (mgcar/100 mgg).

3.3.2.3. Odredivanje koncentracije ukupnih flavonoida

Kolorimetrijskom metodom s pomocu aluminij klorida odredene su koncentracije UFL-a.
Aluminij iz heksahidrata aluminijevog klorida stvara nestabilne komplekse s
ortodihidroksilnim skupinama u A 1ili B prstenu flavonoida te stabilne komplekse u kiselom
mediju s C-4 keto skupinom ili C-3 1 C-5 hidroksilnom skupinom prisutnih flavona i flavonola,
pri ¢emu nastaje narancasto obojenje otopine ¢ija se apsorbancija moze mjeriti na 510 nm

(Chang i sur., 2002).
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Postupak
U epruvete je otpipetirano 2 mL destilirane vode 1 500 pL ekstrakta tropa grozda. Zatim je
dodano 150 pL natrijevog nitrita (5 %, w/v), a nakon 5 minuta 150 pL 10 %-tne vodene otopine
aluminijevog klorida heksahidrata. Reakcijska smjesa je promijeSana i nakon 6 minuta dodan
je 1 mL 1 M natrijevog hidroksida te je, kako bi ukupni volumen reakcijske smjese bio 5 mL,
dodano jo§ 1,2 mL destilirane vode. Neposredno nakon mijesSanja reakcijske smjese izmjerena
je apsorbancija uzoraka na valnoj duljini od 510 nm. Slijepa proba je umjesto uzorka odnosno
ekstrakta sadrzavala destiliranu vodu. Kao standard je koriSten (+)-katehin u rasponu

koncentracija od 0,02 do 0,2 mg/mL. Iz ovisnosti masene koncentracije (+)-katehina

(Cratehin %) i ocitane apsorbancije (4), na spektrofotometru pri 510 nm, linearnom regresijom

dobivena je jednadzba (3.17) koja je koriStena za izraCunavanje masene koncentracije UFL-a

izrazene u ekvivalentima (+)-katehina (Catechin Equivalents, CE) (mgcg/mL).

Clasonin = 0,3267 - A+ 0,0056 (3.17)

R? =0,9996

Kona¢ni rezultati preracunati su na suhu tvar uzorka (Cypr, mgcr/gsw.) ili na masu ekstrakta

(mgce/100 mgg).

3.3.2.4. Odredivanje koncentracije ukupnih ekstraktibilnih proantocijanidina

UPA u uzorcima odredeni su spektrofotometrijskom metodom (Avallone i sur., 1997; Schofield
i sur., 2001; Skerget i sur., 2005) temeljenoj na depolimerizaciji proantocijanidina u butanolu
u kiselom mediju. Prilikom reakcije dolazi do crvenog obojenja koje pokazuje apsorpcijski

maksimum pri valnoj duljini od 540 nm.

Postupak
Prije analize pripremljena je otopina Zeljezo(Il) sulfata heptahidrata otapanjem 77 mg
FeSO4(H20)7 u 500 mL otopine kloridne kiseline : 1-butanol pomijeSane u omjeru 2 : 3. U 0,5
mL ekstrakta dodano je 5 mL otopine Zeljezo(Il) sulfata heptahidrata te su uzorci inkubirani 15
minuta na 95 °C. Nakon inkubacije, uzorci su naglo ohladeni pod mlazom hladne vode nakon
¢ega je izmjerena njihova apsorbancija na valnoj duljini 540 nm. Slijepa proba pripremljena je
na isti nacin kao i uzorci, ali je umjesto uzorka dodana destilirana voda. Masena koncentracija

ukupnih ekstraktibilnih proantocijanidina (Cj;p4, g/L) izra¢unata je preko izraza (3.18):
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Ciopa = % (3.18)
gdje je: A —apsorbancija, M — molekularna masa cijanidina (287 g/mol), DF — faktor razrjedenja
(DF = 11; omjer ukupnog volumena reakcijske smjese za odredivanje UPA 1 volumena
ekstrakta), € — koeficijent molarne ekstinkcije cijanidina (34700 L/mol-cm) 1 [ — duljina
optickog puta (I = 1 cm). Konacne koncentracije ukupnih ekstraktibilnih proantocijanidina

preracunate su na suhu tvar (Cypu, mg/gs.wv.) ili na masu ekstrakta (mg/100 mgg).

3.3.2.5. Odredivanje koncentracije pojedinacnih fenolnih spojeva

Prema metodi koju su objavili Buci¢-Koji¢ i sur. (2017) provedena je kvalitativna i
kvantitativna analiza pojedinac¢nih fenolnih spojeva. Metoda je provedena reverzno-faznom
UHPLC metodom pomocu detektora s nizom fotodioda (Photodiode Array Detector, PDA).
Detekcija fenolnih spojeva provedena je snimanjem spektra u podrucju valnih duljina izmedu
252 1372 nm, a njihovo razdvajanje koristenjem Kinetex® C18 kolone (100 % 4,6 mm, 2,6 pm,
Phenomenex, Torrance, CA, SAD). Prije provodenja analize, uzorci su filtrirani kroz filtere
veli¢ine pora 0,45 um (Chromafil Xtra PTFE, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Dueren,
Njemacka). Koristena je linearno gradijentna metoda uz primjenu dvaju mobilnih faza, mobilna
faza A sastoji se od 1 % (v/v) vodene otopine ledene octene kiseline, a B mobilna faza od
metanola i acetonitrila u omjeru 1 : 1 (v/v). Razdvajanje spojeva je provedeno pri 30 °C, 0 — 25
min od 5 % do 30 % B, 25 — 35 min od 30 % do 40 % B, 35 — 40 min od 40 % do 48 % B, 40
— 50 min od 48 % do 70 % B, 50 — 55 min od 70 % do 100 % B, zatim izokratno 55 — 60 min
100 % B, a od 60 — 70 min slijedi povratak na pocetne uvjete te ekvilibracija kolone. Tijekom
provedbe metode protok mobilnih faza iznosio je 1 mL/min, a volumen injektiranja uzoraka 20
uL. Pomocu softvera LabSolutions 5.87 obradeni su dobiveni podaci, a usporedbom
retencijskih vremena i UV/VIS spektra standarda i dobivenih podataka, identificirani su
pojedinacni fenolni spojevi. Prema potrebi, kvantifikacija je provedena metodom primjene
vanjskog standarda. Fenolni spojevi prema skupinama, detektirani su u navedenim spektrima:
hidroksicimetne kiseline na 276 — 325 nm i hidroksibenzojeve kiseline na 252 — 280 nm,
procijanidini na 278 nm, flavanoli na 269 — 278 nm i flavonoli na 355 — 372 nm te stilbeni na
305 — 323 nm. Standardi fenolnih spojeva otapani su metanolu u poznatim koncentracijama te
analizirani na isti nacin kao i1 uzorci. Iz ovisnosti povrSine (P) ispod pika i1 koncentracije

odredenog standarda linearnom regresijom dobivene su jednadzbe prikazane u Tablici 3.3 koje
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su koriStene za izraCunavanje masene koncentracije pojedinog fenolnog spoja (C’, mg/mL), a

konacni rezultati su preracunati na suhi ekstrakt uzorka (C, pg/100 mgg).

Tablica 3.3 Prikaz linearnih regresijskih jednadzbi koriStenih za izraCunavanje masene koncentracije
(C', mg/mL) pojedinacnih fenolnih spojeva

Fenolni spoj

Linearna regresijska jednadzba

Hidroksibenzojeve kiseline

3,4-Dihidroksibenzojeva kiselina
Galna kiselina
p-Hidroksibenzojeva kiselina
Siringinska kiselina

Vanilinska kiselina

Elaginska kiselina

p-Hidroksifenilacetatna kiselina

P =35033,61 -C"+ 1,78
P =23809,31 - C" + 4,78
P =92295,88 -C" + 6,11
P =127222,88 -C"— 2,68
P =76658,71 - C" — 8,08
P =74720,09 -C" + 21,10

P =3315,63 -C"—0,13

Hidroksicimetne kiseline

Kafeinska kiselina
Ferulinska kiselina
o-Kumarinska kiselina
p-Kumarinska kiselina
Sinapinska kiselina

Klorogenska kiselina

P =60814,3 - C"— 6,07

P =48925,00 - C"— 9,60

P =30878,14 - C" + 0,38

P =116325,32 - C" — 29,18
P = 40905,37 - C" + 4,38

P =25230,75 - C" = 2,72

Katehin P =3903,82 - C" + 0,24
Epikatehin P =4776,52 -C"+ 0,71
Epikatehin galat P =11112,57 - C"+ 0,26
Flavanoli Galokatehin galat P =3419,06 - C" — 5419,77
Epigalokatehin P =1456,71 - C" - 0,34
Procijanidin B1 P =2391,59 -C"+ 0,66
Procijanidin B2 P =3125,05 -C"+ 0,53
Kvercetin P =32774,54 - C" — 3,15
Flavonoli Mir.icetin P =18195,90 - C: - 1,61
Rutin P =11760,79 - C" — 3,01
Kempferol P =39044,57 - C"— 3,50
. . Resveratrol P =45937,43 - C"— 668,83
Riibeni e-Viniferin P =31838,80 - C' + 594

P — povriina ispod pika. Koeficijent determinacije (R?) svih navedenih regresijskih jednadzbi iznosio je 1

3.3.2.6.

Odredivanje koncentracije pojedina¢nih antocijana

Kvantitativna 1 kvalitativna analiza pojedinacnih antocijana provedena je pomo¢u UHPLC-a
prema metodi Buci¢-Koji¢ 1 sur. (2017) s odredenim izmjenama. Razdvajanje antocijana
provedeno uporabom Kinetex® C18 kolone (100 x 4,6 mm, 2,6 um, Phenomenex, Torrance,
CA, SAD) te je detekcija spojeva provedena snimanjem spektra u podrucju valnih duljina
izmedu 503 1 531 nm koriStenjem PDA detektora. Uzorci su pripremljeni filtriranjem kroz
filtere veli¢ine pora 0,45 pm (Chromafil Xtra PTFE, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,

Dueren, Njemacka). Upotrijebljene mobilne faze sastojale su se od redestilirane vode : mravlje
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kiseline : acetonitrila (87 : 10 : 3, v/v/v; mobilna faza A) i redestilirane vode : mravlje kiseline
: acetonitrila (40 : 10 : 50, v/v/v; mobilna faza B). Program gradijenta bio je sljede¢i: 10 minuta
od 10 do 25 % mobilne faze B, 5 minuta od 25 do 31 % mobilne faze B, 5 minuta od 31 do 40
% mobilne faze B, 10 minuta od 40 do 50 % mobilne faze B , 10 min od 50 do 100 % mobilne
faze B, 10 min od 100 do 10 % mobilne faze B. Volumen injektiranog uzorka bio je 20 pL 1
protok mobilnih faza 0,8 mL/min. Usporedbom spektra te retencijskih vremena dobivenih
podataka sa standardima identificirani su pojedinac¢ni antocijani, a zatim su obradeni uporabom
LabSolutions 5.87 softvera. Kvantifikacija je provedena metodom primjene vanjskog
standarda. Standardi fenolnih spojeva otapani su metanolu u poznatim koncentracijama te
analizirani na isti nacin kao i uzorci. Iz ovisnosti povrSine (P) ispod pika i koncentracije

odredenog standarda linearnom regresijom dobivene su jednadzbe (Tablica 3.4) koje su
koriStene za izraCunavanje masene koncentracije pojedinog antocijana (C’, %) koje su potom

preraCunate su na suhu tvar uzorka radi to¢nije usporedbe rezultata (C, mg/gs.v.).

Tablica 3.4 Prikaz linearnih regresijskih jednadzbi koristenih za izracunavanje masene koncentracije
(C) pojedina¢nih antocijana

Antocijani Linearna regresijska jednadzba
Kalistefin klorid P =22483,49 - C" - 0,75
Kuromanin klorid P =26125,07 - C"+ 1,60
Mirtilin klorid P =24967,60 - C" + 3,77
Peonidin 3-O-glukozid klorid P = 24715,05 - C"— 7,52
Petunidin klorid P =37080,31-C"— 1,65
Oenin klorid P =31051,39 - C"— 0,17

P — povrsina ispod pika. Koeficijent determinacije (R?) svih navedenih regresijskih jednadzbi iznosio je 1

3.3.3. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Za mjerenje antioksidacijske aktivnosti ekstrakata tropa grozda uzoraka koriStene su tri
spektrofotometrijske metode (DPPH, ABTS 1 FRAP metoda). Prilikom analiza, mjerenja su
provedena u tri ponavljanja te izrazeni kao srednja vrijednost = SD. Radi vjerodostojnije
usporedbe triju metoda, rezultati su izrazeni u ekvivalentima troloksa (7rolox Equivalent, TE)
(C’, mgre/mL), koji je analog vitamina E i vrlo snazan antioksidans te je koristen kao standard

za izradu kalibracijskih krivulja za svaku metodu.

3.3.3.1. DPPH metoda

Ova metoda temelji se na principu da antioksidansi reduciraju 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

radikal (DPPH-) donacijom vodika pri ¢emu se smanjuje koncentracija slobodnog DPPH- §to
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se oCituje u promjeni boje reakcijske otopine iz ljubicaste u Zutu i odgovara smanjenju
apsorbancije reakcijske otopine u odnosu na otopinu DPPH- pri valnoj duljini od 515 nm

(Benvenuti i sur., 2004; Buci¢-Koji¢, 2008).

Postupak
Otopina DPPHe radikala pripremljena je u koncentraciji 0,026 mgpppu./mL otapanjem u 96 %-
tnom etanolu te je izmjerena njegova apsorbancija u odnosu na slijepu probu, odnosno 96 %-
tni etanol. U staklene epruvete dodano je 100 puL uzorka te 3,9 mL pripremljene alkoholne
otopine DPPH?e te je reakcijska otopina ostavljena na tamnom mjestu pri sobnoj temperaturi
kako bi se omogucila redukcija radikala. Nakon 30 minuta reakcije oc€itana je apsorbancija
reakcijske otopine na valnoj duljini 515 nm u odnosu na slijepu probu. Prema izrazu (3.19)
izraCunat je postotak inhibicije DPPHe u prisutnosti antioksidansa odnosno ekstrakta tropa

grozda:

ADPPH- 9 Auz

% inhibicije DPPH ¢ = ( ) 100 3.19)

ApppH.
gdje je: Apppu. — apsorbancija pripremljenog DPPH- u koncentraciji 0,026 mgpppu./mL 1 4,,,

— apsorbancija uzorka.

Iz kalibracijske krivulje dobivena je regresijska jednadZzba (3.20) koja pokazuje ovisnost
koncentracije troloksa (Ctyoioxsq> mg/mL) i % inhibiranog DPPH- te je prema toj jednadzbi
izraCunata antioksidacijska aktivnost uzoraka i izrazena u ekvivalentima troloksa (DPPH,

mgre/mL):

Clroworsa = 0,0035 - % inhibicije DPPH « + 0,0038 (3.20)

R? =0,9978

3.3.3.2. ABTS metoda

Princip ABTS metode temelji se na redukciji stabilnog ABTS radikalskog kationa (ABTS-") u
prisutnosti antioksidansa §to se o€ituje u obezbojenju plavo zelene boje otopine ABTS-"-a
odnosno u smanjenju vrijednosti asporbancije mjerene na 734 nm. Stabilni ABTS." se priprema
reakcijom amonij persulfata sa 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)

diamonijevom soli (ABTS) (Re i sur., 1999).
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Postupak
Za pripremu stabilne otopine ABTS-"-a prije analize, 7 mM vodena otopina ABTS-a inkubirana
je 12 do 16 sati na sobnoj temperaturi i u potpunom mraku s 2,45 mM vodenom otopinom
amonij persulfata, u omjeru 1 : 1. Dobivena otopina ABTS-"-a ima tamno zelenu boju i daje
apsorpcijski maksimum na valnoj duljini od 734 nm. Medutim, upotreba ove koncentrirane
otopine u analizi moze dovesti do nepouzdanih rezultata. Stoga, za pouzdanost analitickih
mjerenja, preporuca se razrjedivanje otopine ABTS-"-a etanolom. Dakle, neposredno prije
analize, ABTS-" razrijeden je apsolutnim etanolom u omjeru 1 : 40 sve dok apsorbancija na 734
nm nije iznosila 0,706 + 0,002. Zatim je u 50 uL uzorka dodano 950 pL razrijedenog ABTS."-
a, reakcijska smjesa je promijeSana na vorteksu te inkubirana na tamnom mjestu pri sobnoj
temperaturi. Nakon 10 minuta ocitana je apsorbancija na valnoj duljini 734 nm. Kontrola je
pripremljena na isti nacin, ali umjesto uzorka dodan je apsolutni etanol. Takoder, apsolutni

etanol je koristen kao slijepa proba. Inhibicija (%) ABTS-"-a izraCunata je prema izrazu (3.21):

A — A
% inhibicije ABTS «*= (%) - 100 (3.21)
K

gdje je: Ax — apsorbancija kontrolnog uzorka i 4,,, — apsorbancija uzorka.

Iz kalibracijske krivulje dobivena je regresijska jednadZzba (3.22) koja pokazuje ovisnost
koncentracije troloksa (Cfro1orsq» Mg/mML) i % inhibiranog ABTS-" te je prema toj jednadzbi
izraunata antioksidacijska aktivnost uzoraka i izraZzena u ekvivalentima troloksa (ABTS,

mgre/mL):

Clroorsa = 0,003 - % inhibicije ABTS o+ — 0,0037 (3.22)

R? = 10,9950

3.3.3.3. FRAP metoda

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) metoda temelji se na principu redukcije
kompleksa Zeljezo(IIl) i 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) (Fe**-TPTZ) u Fe**-TPTZ u
prisustvu antioksidansa. Redukcijom Fe**-TPTZ kompleksa stvara se plavo obojeni kompleks

¢ija apsorbancija se o€itava spektrofotometrijski pri 592 nm (Joli¢, 2017).
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Postupak
FRAP reagens pripremljen je mijeSanjem 25 mL acetatnog pufera (300 mM, pH 3,6) zagrijanog
na 37 °C; 2,5 mL otopine TPTZ reagensa (10 mM, otopljen u 40 mM klorovodi¢noj kiselini) 1
2,5 mL vodene otopine Zeljezo(IIl) klorid heksahidrata (20 mM). U epruvete je otpipetirano
150 pL uzorka, 270 pL destilirane vode i 2,7 mL FRAP reagensa. Reakcijska otopina je
promijeSana na vorteksu te inkubirana na 37 °C u mraku tijekom 40 minuta. Slijepa proba
pripremljena je na isti nacin, ali je umjesto uzorka dodavana destilirana voda. Nakon inkubacije,
oCitana je apsorbancija uzoraka na spektrofotometru pri valnoj duljini 592 nm. Rezultati su
izrazeni u ekvivalentima troloksa koji je koriSten kao standard (FRAP, mgre/mL) preko
regresijske jednadZbe (3.23) koja pokazuje ovisnost koncentracija troloksa (Ctyopoxsq> Mg/mL)

o oCitanim apsorbancijama (4).

Clroorsa = 0,142 - A — 0,0002 (3.23)
R? = 0,9991

3.3.4. Inkapsulacija ekstrakata tropa grozda ionskim geliranjem

Inkapsulacija ekstrakata tropa grozda bogatih fenolnim spojevima provedena je pomocu tri
metode: ionskim geliranjem, suSenjem zamrzavanjem i susenjem rasprSivanjem. Kao glavna
metoda koriSteno je ionsko geliranje, a odabrani omotaci s kojima su ostvareni najbolji rezultati

inkapsulacije koristeni su i kod ostale dvije metode inkapsulacije.

Ionsko geliranje je kemijsko-fizikalna metoda inkapsulacije koja se temelji na sposobnosti
umrezavanja polielektrolita u prisutnosti visevalentnih iona (Ca?*, Ba*", AI’*), a moze se
provoditi emulzifikacijom ili ekstruzijom. Ekstruzija je najeS¢e koriStena metoda za
proizvodnju geliranih sfericnih Cestica kapanjem vodene otopine polimera kroz mlaznicu u

otopinu za umreZavanje (geliranje) koja sadrzi viSevalentne ione (Ozkan i sur., 2019).

U ovom radu ionsko geliranje je provedeno ekstruzijom ekstrakta tropa grozda uporabom

omotaca prirodnog porijekla, a za umrezavanje je koristena otopina kalcij klorida (CaCl,).

3.3.4.1. Ionsko geliranje pomocu Sprice - optimiranje uvjeta inkapsulacije

Optimiranje procesnih uvjeta inkapsulacije (koncentracija omotaca, koncentracija otopine za
umrezavanje te vrijeme umreZavanja) s obzirom na maksimalnu ucinkovitost inkapsulacije
provedeno je metodom odzivnih povrSina (Response Surface Methodology, RSM). RSM je

multivarijantna statisticka 1 matematicka metoda koja daje uvid u pojedinacni utjecaj svakog
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ispitivanog parametra na promatrani proces, ali i njihovu interakciju uz minimalan broj
potrebnih eksperimenata, a temelji se na aproksimaciji eksperimentalnih podataka empirijskim
modelom (npr. jednadzbom polinoma). U ovom radu, za dizajniranje eksperimenta kao 1 za
statisticku obradu podataka te odredivanje optimalnih uvjeta inkapsulacije unutar ispitivanih
parametara, koriSten je Box-Behnken dizajn primjenom softvera Design Expert 12 (Stat-Ease
Inc., SAD). Box-Behnken je dizajn koji se koristi za modele drugog reda (kvadratni polinom),
odnosno daje kvadratni odziv povrSine i ovisnost zavisne varijable (npr. ucinkovitost
inkapsulacije) o ispitivanim varijablama, informacije o njihovim interakcijama te o0 minimumu
i maksimumu funkcije (Bezerra i sur., 2008). Ovaj dizajn uzima u obzir tocke u sredini rubova
i srediStu kubi¢nog prostora, a broj eksperimenata (B) se odreduje prema slijede¢em izrazu

(3.24):
B=2kk—-1)+c, (3.24)

gdje je k broj faktora (ispitivanih varijabli), a ¢, je broj ponavljanja eksperimenata u centralnoj
tocki. Osim toga, dizajn zahtjeva da ispitivane varijable budu svedene na tri razine s jednakim

intervalom izmedu razina pojedine varijable.

U ovom radu odabrani su procesni parametri inkapsulacije za koje je procijenjeno da mogu
imati znacajan utjecaj na ucinkovitost inkapsulacije fenolnih tvari iz ekstrakata tropa grozda
ukljucujuc¢i maseni udio NA, koncentraciju otopine za umrezavanje odnosno otopine CaCl; i

vrijeme umrezavanja hidrogelova (Tablica 3.5).

Tablica 3.5 Razine ispitivanih nezavisnih varijabli (parametri inkapsulacije) procesa inkapsulacije CS
ekstrakata ionskim geliranjem u svrhu pracenja njihovog utjecaja na u¢inkovitost inkapsulacije

Ispitivani parametri (varijable) Donja razina C‘:_:tzli-::ilna Gornja razina
X; maseni udio NA (%, w/v) 1,5 3,0 4,5
X>  koncentracija CaCl, (M) 0,05 0,15 0,25
X3  vrijeme umrezavanja (min) 10 30 50

Iz tri ispitivana parametra u tri razine prema Box-Behnkenovom planu pokusa izvedeno je
petnaest kombinacija eksperimenata (matrica plana pokusa zajedno s rezultatima ucinkovitosti

inkapsulacije prikazana je u poglavlju 4.4.1.).

Dobiveni eksperimentalni podaci su aproksimirani s matemati¢kim modelom odzivnih povr§ina

tj. polinomom drugog reda u obliku (3.25):
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k-1

Y =5+ i BiX; + iﬁiixz 2 i BijXi X; (3.25)
i1 i=1 i=1
i<j

j=2

gdje su:

Y — modelom predvidena odzivna funkcija (u¢inkovitost inkapsulacije),
B, — konstanta jednadzbe odzivnog polinoma,

Bi — koeficijent linearnog ¢lana jednadzbe odzivnog polinoma,

Bii — koeficijent kvadratnog ¢lana jednadzbe odzivnog polinoma,

Bi; — koeficijent ¢lana interakcije jednadZbe odzivnog polinoma,

X;j— lispitivane nezavisne varijable (maseni udio NA, koncentracija CaClz, vrijeme

umrezavanja) i
k — broj varijabli.

Na osnovi dobivenog matematickog modela (polinoma) konstruirana je odzivna povrsina koja
omogucava vizualni prikaz utjecaja ispitivanih parametara na promatrane procese. Odzivna

povrsina moZe se prikazati kao povrSina u 3D prostoru ili pomoc¢u kontura odzivnih povrSina.

Postupak inkapsulacije
Suhi koncentrirani ekstrakt CS uzorka (500 mg) otapan je 10 min u 3 mL etanola na magnetnoj
mijesalici, a zatim je dodano 7 mL redestilirane vode. Ekstrakt je mijeSan jo§ 10 minuta te je
volumen nadopunjen do 50 mL, a zatim je dodana to¢no odredena masa NA kako bi se postigao
odredeni udio sukladan planu pokusa prema Box-Behnken dizajnu. Ovako pripremljena smjesa
ostavljena je na magnetnoj mijesalici 24 h kako bi se postiglo potpuno otapanje NA te njegovo
povezivanje s aktivhom tvari (ekstrakt bogat fenolnim spojevima). Na dan inkapsulacije
otopljen je bezvodni CaCl, u prahu u 300 mL redestilirane vode u odredenim koncentracijama

prema Box-Behnken dizajnu.

Inkapsulacija je provedena pomocu Sprice sa iglom otvora promjera 0,9 mm kapanjem otopine
ekstrakta i omotaca u otopinu CaCl principom ,,kap po kap*, a nakon inkapsulacije hidrogelovi
su se umreZavali to¢no odredeno vrijeme prema zadanim uvjetima po Box-Behnken dizajnu.
Proizvedeni hidrogelovi filtrirani su na naboranom filter papiru (Munktell 21/N). Na povrSini
hidrogelova zaostaju slobodni ioni kalcija koji se tijekom inkapsulacije nisu umrezili te ih je
potrebno isprati pa su zbog toga hidrogelovi, dva puta, ispirani sa 200 mL redestilirane vode.

Nakon filtriranja 1 ispiranja, u otopini CaCl, i vodi zaostaloj od ispiranja odredena je
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koncentracija UF-a prema prethodno opisanoj metodi u poglavlju 3.3.2.2. te je izraunata
ucinkovitost inkapsulacije (Encapsulation Efficiency, EE) ionskim geliranjem (EE1G) prema

izrazu (3.26):

may — m
EEG (%) = ———

A

-100 (3.26)

gdje je: my — masa ukupnih fenolnih spojeva u ekstraktu pripremljenom za inkapsulaciju (mg)
1 mg — masa ukupnih fenolnih spojeva u otopini za umrezavanje i vodi zaostaloj nakon ispiranja

hidrogelova (mg). Dobiveni rezultati prikazani su kao srednja vrijednost = SD.

Na temelju dobivenih rezultata za EEic pomoc¢u numericke optimizacije pomocu programa
Design Expert 12 odredeni su optimalni uvjeti inkapsulacije (maseni udio NA = 3 %,
koncentracija CaCl, = 0,25 M te vrijeme umrezavanja = 10 min) ionskim geliranjem koji su

koriSteni u daljnjim eksperimentima.

3.3.4.2. lonsko geliranje pomocu inkapsulatora

Pri utvrdenim optimalnim uvjetima inkapsulacije provedena je inkapsulacija ekstrakta tropa
grozda CS koriStenjem inkapsulatora sa razliCitim omotacima prirodnog porijekla: NA,
maltodekstrin dekstroznog ekvivalenta 4 — 7 (MDI), maltodekstrin dekstroznog ekvivalenta
16,5 — 19,5 (MDh), guma tragacanth (GT), guma arabika (GA), Zelatina (ZEL) i kitozan (KZ).
Prilikom inkapsulacije, NA je koriSten kao temeljni omota¢ kojem su dodavani drugi omotaci
u svrhu ispitivanja utjecaja dodatnih omotaca na EE 1 svojstava inkapsulata: geometrijske

parametre (veli¢ina 1 oblik), teksturu, morfologiju, kristali¢nost, odnosno amorfnost.

Postupak
Suhi koncentrirani ekstrakt tropa grozda (~ 1,0 g) otopljen je u 20,8 mL 30 %-tne vodene
otopine etanola na magnetnoj mijesalici tijekom 30 minuta, a zatim je dodana destilirana voda
(79,2 mL) 1 smjesa je mijeSana joS$ sat viemena. Smjesa je potom centrifugirana na 11 000 xg
tijekom 5 minuta te je odvojen tekuci ekstrakt. Dio tekuceg ekstrakta (oko 1,5 mL) odvojen je
za odredivanja koncentracije UF-a, UFL-a, UPA 1 pojedinacnih fenolnih spojeva ukljucujuci i

antocijane, a ostatak (90 mL) je koristen za inkapsulaciju.

U 90 mL pripremljenog tekuceg ekstrakta dodan je koristeni omotac/i (Tablica 3.6) te je smjesa
ostavljena na magnetnoj mijeSalici 24 h. Prije inkapsulacije pripremljena je otopina za

umrezavanje tako da je u 300 mL destilirane vode otopljen bezvodni CaCl> (0,25 M).
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Inkapsulacija je provedena koristenjem inkapsulatora Biichi B-390 (Slika 3.2) pri slijede¢im

uvjetima:

e frekvencija 140 Hz,

e napon elektrode 750 V,

e promjer mlaznice 300 um, a

e dok tlak je ovisio o koriStenom omotacu odnosno omotac¢ima.

Tablica 3.6 Vrsta i maseni udio omotaca primijenjenih za inkapsulaciju ekstrakta tropa grozda

metodom ionskog geliranja

Oznaka Omotad/i Koncentracija (%, w/v)
NA natrij alginat 3
NA-MDI natrij alginat 3
maltodekstrin (DE 4 — 7) 1,2
NA-MDh natrij alginat 3
maltodekstrin (DE 16,5 — 19,5) 1,2
NA-GT natrij alginat 3
guma tragacanth 0,15
NA-GA natrij alginat 3
guma arabika 1,6
NAZEL natrij alginat 3
zelatina 5

Proizvedeni hidrogelovi su se umrezavali u otopini CaCl; tijekom 10 minuta te je ponovljen

prethodno opisani postupak filtriranja 1 ispiranja hidrogelova.
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Slika 3.2 Uredaj za provedbu inkapsulacije metodom ionskog geliranja — Inkapsulator Biichi B-390

Kitozan (KZ) je takoder upotrjebljen za inkapsulaciju ekstrakta tropa grozda, ali nije dodavan

u ekstrakt vec¢ je koriSten na dva razli¢ita nacina:

1) oblaganje — KZ je dodavan u otopinu CaCl; i
2) wuranjanje — otopina KZ je zasebno pripremljena i u nju su naknadno uranjani formirani

hidrogelovi.

Koristene koncentracije KZ-a prikazane su u Tablici 3.7 U slucaju oblaganja s obzirom na to
da se KZ ne otapa u vodi ve¢ u kiselim medijima, CaCl; otapan je u 300 mL 1 %-tne ledene
octene kiseline u koncentraciji 0,25 M te je u njega dodavan KZ. Otopina CaClz i KZ-a mijeSala
se 24 h prije uporabe kako bi se omogucilo potpuno otapanje KZ-a. Ekstrakt je pripremljen sa
NA kao omotacem te su se alginatni hidrogelovi umrezavali u otopini CaCl, 1 KZ-a 10 min.
Nakon inkapsulacije proveden je postupak pranja i filtriranja hidrogelova prema ranije
opisanom postupku. U slucaju uranjanja hidrogelova u KZ, inkapsulacija ekstrakata pomoc¢u
NA ukljucivala je umrezavanje u otopini CaCl; tijekom 10 min te filtriranje. Nakon toga
hidrogelovi su preneseni u 300 mL otopine KZ-a pripremljene u 1 %-tnoj octenoj kiselini (KZ
je pripremljen otapanjem u octenoj kiselini tijekom 24 h uz mijeSanje). Hidrogelovi su se
kontinuirano mijesali u otopini KZ-a 10 min te je nakon toga proveden postupak filtriranja i

ispiranja sa 2 x 200 mL redestilirane vode.

Nakon provedbe inkapsulacije, odredena je EEjc te je provedena karakterizacija hidrogelova

opisana u poglavlju 3.3.7.
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Tablica 3.7 Metode primjene i koncentracije kitozana za inkapsulaciju ekstrakta tropa grozda

Koncentracija KZ

Metoda Oznaka (%, WiV
NA/1,5KZ 1,5

Oblaganje NA/1,0KZ 1,0
NA/0,5KZ 0,5
NA(1,5KZ) 1,5

Uranjanje NA(1,0KZ) 1,0
NA(0,5KZ) 0,5

3.3.4.3. Stabilizacija hidrogelova suSenjem

Hidrogelovi, proizvedeni metodom ionskog geliranja, su nestabilni zbog visokog udjela vode i
skloni su kontaminaciji i kvarenju. Takoder, inkapsulirani ekstrakti su bogati fenolnim
spojevima koji su podlozni degradaciji uslijed vanjskih utjecaja (svjetlost, kisik, temperatura,
itd.) te ih je potrebno stabilizirati za potrebe daljnjih analiza. U tu svrhu provedeno je suSenje

hidrogelova trima metodama kako slijedi:

1) suSenje na zraku — hidrogelovi su postavljeni na staklene Petrijeve posude tako da se ne

dodiruju te su suSeni 24 sata pri sobnoj temperaturi,

2) suSenje pod sniZzenim tlakom — hidrogelovi su u Petrijevim posudama, postavljeni tako
da se ne dodiruju, suSeni u prethodno zagrijanom vakuum suSioniku na 50 °C pod

sniZzenim tlakom (p =300 mbar) u trajanju od 5 do 8 sati ovisno o uzorku,

3) suSenje zamrzavanjem (liofilizacijom) — prethodno zamrznuti hidrogelovi na -80 °C
suSeni su u liofilizatoru na -83 °C, pod snizenim tlakom (p = 0,250 mbar) u trajanju od

24 — 72 sata ovisno o uzorku.

Nakon susenja kao 1 kod hidrogelova provedena je karakterizacija suhih inkapsulata (poglavlje

3.3.7.) radi usporedbe utjecaja metode susenja hidrogelova na ispitivana svojstva inkapsulata.

3.3.5. Inkapsulacija ekstrakata tropa groZda suSenjem zamrzavanjem

SuSenje zamrzavanjem, odnosno liofilizacijom, fizikalna je metoda inkapsulacije te viSefazni
proces koji se sastoji od zamrzavanja, sublimacije (primarnog suSenja), desorpcije

(sekundarnog suSenja) i kona¢nog susSenja, Sto rezultira suhim materijalom u obliku praha.
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Postupak
Otopina suhog ekstrakta i omotaca prije inkapsulacije ovom metodom pripremana je na isti
nacin kao S$to je opisano u poglavlju 3.3.4.2. Kod ove metode inkapsulacije kao omotaci

koristeni su NA, NA-GA i NA-ZEL u masenim udjelima navedenim u Tablici 3.6.

Nakon otapanja omotaca 24 h, otopina ekstrakta i omotaca je prenesena u tikvice sa okruglim
dnom te je provedeno otparavanje prisutnog etanola na rotavaporu (7= 50 °C, p = 48 mbar, ¢t =
10 — 20 min). Zatim je ugusSc¢ena otopina tekuceg ekstrakta i omotaca prelivena u plasticne
Petrijeve posude na koje je stavljen poklopac te su uzorci zamrznuti preko no¢i na temperaturi
-80 °C. Takoder, dan prije provedbe inkapsulacije, plitice liofilizatora su zamrznute na -20 °C.
Pripremljeni uzorci stavljeni su na zamrznute plitice postavljene na postolje liofilizatora,
spustena je komora te je zapocet program suSenja zamrzavanjem. Tijekom procesa, temperatura
unutar komore iznosila je -83 °C, a snizeni tlak je iznosio 0,250 mbar. Ovisno o uzorku,
inkapsulacija suSenjem zamrzavanjem provodena je od 24 do 48 sati. Po zavrSetku procesa,
uzorci su usitnjeni u tarioniku s tu¢kom, a dobiveni prahovi su ¢uvani su u plasti¢nim vre¢icama

sa zatvaracem u eksikatoru.

Nakon inkapsulacije odredena je koncentracija fenolnih spojeva koja se nalazi u praskastim
inkapsulatima (Content of Total Phenols, CPC) te koncentracija fenolnih spojeva na povrsini
(Surface Phenols Content, SPC) inkapsulata prema metodi koju su opisali Vergara i sur. (2014)
uz odredene modifikacije. U 50 mg uzorka dodano je 1 mL otopine etanol : octena kiselina :
voda (50 : 8 : 42, v/v/v) te je uzorak promijeSan 1 min na vorteksu, a zatim centrifugiran na
14 000 xg 2 min. Supernatant je zatim odvojen i u njemu je odredena CPC prema metodi
opisanoj u poglavlju 3.3.2.2.. Na isti nacin provedeno je 1 odredivanje SPC, ali je u 50 mg

uzorka dodano 1 mL otopine etanol : metanol (50 : 50, v/v).

Prema dobivenim rezultatima, izraunata je EE suSenjem zamrzavanjem (EEsz) prema izrazu

(3.27):

CPC — SPC

100 (3.27)
CPC

EEs; (%) =

gdje je: CPC — maseni udio ukupnih fenolnih spojeva koja se nalazi u inkapsulatima

(mgGage/guz), a SPC — maseni udio fenolnih spojeva na povrsini inkapsulata (mgcar/guz).
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3.3.6. Inkapsulacija ekstrakata tropa grozda suSenjem rasprsivanjem

SuSenje rasprSivanjem je fizikalna tehnika inkapsulacije gdje se otopina, koja sadrzi aktivnu
tvar 1 omotac, rasprsSuje kroz mlaznicu u sitne kapljice iz kojih se isparava otapalo, a osusene

Cestice u obliku praha se skupljaju u ciklonu (Ozkan 1 sur., 2019).

Postupak
Provedena je konvencionalna kruto-tekuca ekstrakcija prema uvjetima opisanima u poglavlju
3.3.2.1. Teku¢i ekstrakt je uparen do pola na rotavaporu (p = 48 mbar, 7 =50 °C), kako bi se
uklonio etanol, 1 potom se koristio za inkapsulaciju metodom susSenja rasprSivanjem. MijeSano
je 150 mL poluuparenog ekstrakta s 250 mL destilirane vode te su dodani omotaci koji su se
pokazali kao najprikladnijima za inkapsulaciju ionskim geliranjem kako slijedi NA, NA-GA i

NA-ZEL, a njihove kona&ne koncentracije u otopini prikazane su u Tablici 3.8.

Tablica 3.8 Vrsta i maseni udio omotaca primijenjenih za inkapsulaciju ekstrakta tropa grozda
metodom susenja rasprSivanjem

e Koncentracija

Oznaka Omotad/i (%o, WHY)
NA natrij alginat 1

natrij alginat 1
NA-GA

guma arabika 0,53

5 natrij alginat 1

NA-ZEL

zelatina 1,67

Poluupareni ekstrakt s vodom 1 omota¢em/ima mijeSao se na magnetnoj mijesalici tijekom 24
h prije provedbe suSenja rasprSivanjem. Pripremljena smjesa susena je rasprSivanjem u uredaju
B-290 kroz mlaznicu od 1,5 mm pri temperaturi ulaznog zraka od 180 °C. Brzina pumpanja
postavljena je na 25 %, s pribliznim protokom zraka od 600 L/h. Dobiveni inkapsulati (prah)
su sakupljeni u tikvici za odvajanje, a zatim pohranjene u zatvorenim spremnicima za uzorke

na 4 °C u mraku do daljnje analize.

Nakon inkapsulacije suSenjem rasprSivanjem u dobivenim inkapsulatima (prahovima) odredena
je koncentracija CPC i SPC na isti na¢in kako je to opisano u prethodnom poglavlju (3.3.5) za
suSenje zamrzavanjem. Isto tako ucinkovitost inkapsulacije suSenjem rasprSivanjem (EEsr)
odredena je na isti nacin kao i kod inkapsulacije suSenjem zamrzavanjem odnosno prema izrazu

(3.27).
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3.3.7. Karakterizacija inkapsulata

U ovom radu pojam inkapsulati odnosi se na hidrogelove dobivene ionskim geliranjem i suhe
inkapsulate dobivene suSenjem hidrogelova na zraku, pod vakuumom i zamrzavanjem. Osim
toga druge dvije metode inkapsulacije (inkapsulacija suSenjem zamrzavanjem i inkapsulacija

suSenjem rasprSivanjem) rezultirale su takoder suhim inkapsulatima u obliku praha.

Hidrogelovima su ispitana fizikalno-kemijska, strukturna i funkcionalna svojstva (veli¢ina,

oblik, tekstura, EE1G) u ovisnosti od primijenjenog omotaca.

Svim suhim inkapsulatima provedena je karakterizacija kao i kod hidrogelova te je dodatno
ispitana njihova morfologija, te kristali¢nost odnosno amorfnost inkapsulata te termofizikalna
svojstva u ovisnosti o primijenjenom omotacu i ekstraktu. Osim toga, pracen je profil otpustanja
fenolnih spojeva iz suhih inkapsulata tijekom simulirane probave in vitro bez i sa prisustvom
enzima te je odredena biodostupnost fenolnih spojeva u ovisnosti o primijenjenoj metodi

inkapsulacije, omotacu i ekstraktu te njihovoj interakeiji.

3.3.7.1. Odredivanje geometrijskih parametara inkapsulata racunalnom analizom
slike

Geometrijske znacajke uzoraka — hidrogelova 1 suhih inkapsulata — odredeni su raCunalnom
analizom slike. Pomoc¢u skenera EPSON V500 Photo, proveden je prihvat i digitalizacija slike
u rezoluciji 800 dpi, dubini boje 24 bit u SRGB modelu i TIFF formatu. Na staklenu Petrijevu
zdjelicu promjera 5 cm slozeno je 10 hidrogelova/suhih inkapsulata paze¢i pri tome da se ne
dodiruju. Zatim je Petrijeva zdjelica s uzorcima postavljena na skener koji je smjesten u tamnu
komoru kako bi se eliminirao utjecaj vanjskog svijetla te smanjila moguénost nastanka
pogreske pri skeniranju. Nakon skeniranja slike su obradene u programu ImageJ (verzija 1.59g,
Wayne Rasband, NIMH, Maryland, SAD) (Ferreira i Rasband, 2012). Ocitane su dvije skupine
parametara — parametri veli¢ine (Tablica 3.9) 1 oblika (Tablica 3.10). Dobiveni rezultati
mjerenja veli€ine uzoraka, iz piksela pretvoreni su u milimetre s obzirom na poznate vrijednosti
razlucivosti skenera u dpi jedinicama. Odnosno, skenirano je ravnalo te je izraCunata vrijednost

piksela iz milimetara.
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Tablica 3.9 Parametri veli¢ine uzorka i njihovi opisi

Parametri velic¢ine Opis parametra
povrsina (area, a), mm? podrucje odabira uzorka na fotografiji
opseg (perimeter, O), mm duljina vanjske granice uzorka
duljina (max Feret, Feretuax), mm najduza os uzorka
Sirina (min Feret, Feretyin), mm najkraca os uzorka

Tablica 3.10 Parametri oblika uzorka i njihov opis te formule za njihov izracun

Parametri oblika Izracun Opis parametra
kruznost (circularity) M_'a mjera odstupanja uzorka od
0% savrienog kruga
4-a - o
zaobljenost (roundness) —— zakrivljenost uglova i bridova
7 - Feretyax uzorka
a

ujednacenost povrsine (solidity) mjera kompaktnosti uzorka

konveksna povrSina*

*konveksna povrsina - krivulja kojom se opisuje vanjska povrSina uzorka — hidrogela ili suhog inkapsulata

KruZnost (circularity) daje uvid koliko oblik uzorka odstupa od pravilnog kruga, a vrijednosti
se kre¢u u rasponu od 0 do 1, pri ¢emu vrijednosti blize 1 ukazuju da je oblik uzorka blizi
savrSenom krugu. S druge strane, kako se vrijednosti smanjuju prema 0, oblik uzorka je

izduzeniji i sli¢niji obliku elipse (Slika 3.3 A).

povrsina uzorka povrsina uzorka
(a) se smanjuje (a) se smanjuje

jednak opseg (0) uzorka

A
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@ W

ujednacenost povrsine = 1 ujednacenost povrsine = 0,782 ujednacenost povrsine = 0,592
B
okrugao uzorak < > ¢oskast uzorak
povecanje povecanJe
opsega uzorka opsega uzork
(0) / (0)
jednaka jednaka
povrsma £ povrsma
uzorka (a) uzorka (a)
C
Slika 3.3 Ilustracija izmjerenih parametara oblika uzorka (A) kruznost, (B) ujednacenost povrsine i
(C) zaobljenost

Vrijednost ujednacenosti povrsine uzorka (solidity) takoder se krece u rasponu od 0 do 1 gdje
vrijednosti manje od 1 ukazuju da je ispitivani uzorak nepravilnog oblika i da sadrZi Supljine, a

vrijednost 1 oznacava kompaktan uzorak (Slika 3.3 B).

Zaobljenost (roundness) definira se kao funkcija povrSine uzorka i1 duljine najduze izraCunate
osi uzorka, a predstavlja zakrivljenost rubova 1 obrisa ispitivanog uzorka (Slika 3.3 C).
Vrijednosti parametara izracunati su pomocu softvera ImageJ User Guide - 1J 1.46r. Mjerenja

su provedena u tri paralele te su rezultati izraZeni kao srednja vrijednost mjerenjat SD.

3.3.7.2. Ispitivanje teksturalnih parametara inkapsulata

Analiza profila teksture (Texture Profile Analysis, TPA) hidrogelova i suhih inkapsulata
provedena je koriStenjem uredaja TA.XTplus Texture Analyzer. Pojedina¢ni hidrogel
podvrgnut je dvostrukoj kompresiji od 50 % s odgodom od 2 s izmedu kompresija i ispitnom
brzinom od 0,5 mm/s. Koristena je aluminijska cilindri¢na sonda promjera 10 mm. Vrijednost
tvrdoce (N), odredena iz TPA krivulja, a oCitana je nakon 2 s kompresije na tocki na krivulji
gdje je hidrogel komprimiran I mm. Pojedinac¢ni suhi inkapsulat komprimiran je istom sondom

do tlatnog opterec¢enja od 20 % pri ispitnoj brzini od 0,1 mm/s, a tvrdo¢a (N) je odredena kao
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maksimalna visina vrha. Procijenjena je tekstura deset hidrogelova/inkapsulata iz svake skupine

uzoraka te su rezultati prikazani kao srednja vrijednost = SD.

3.3.7.3. Ispitivanje morfologije inkapsulata pretraznim elektronskim mikroskopom

Morfologija suhih inkapsulata dobivenih ionskim geliranjem, prahova dobivenih
inkapsulacijom suSenjem zamrzavanjem te prahova dobivenih inkapsulacijom suSenjem
rasprSivanjem, analizirana je pretraznim elektronskim mikroskopom (Scanning Electron
Microscope, SEM) pri naponu 10 kV. Uzorci su prije analize oblozeni tankim zlatno-

paladijevim filmom pomoc¢u uredaja za nanoSenje filma prskanjem.

3.3.7.4. Ispitivanje toplinskih svojstva uzoraka diferencijalnom pretraznom
kalorimetrijom

Ispitivanje toplinskih svojstava uzoraka (omotaca, ekstrakata i suhih inkapsulata) provedeno je
diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom (Differential Scanning Calorimetry, DSC) koja se
temelji na analiziranju razlike toplinskog toka izmedu referentnog materijala i uzorka uporabom

keramickih senzora visoke osjetljivosti.

Postupak
U male aluminijske posudice izvagano je 3 — 5 mg uzorka u obliku praha te su posudice
zatvorene aluminijskim poklopcem, na kojem su prethodno probusene dvije rupice, pomocéu
preSe za brtvljenje. Uzorci su zatim stavljeni u komoru za mjerenje DSC uredaja te su
postavljeni uvjeti mjerenja: temperaturni interval 25 — 300 °C pri brzini zagrijavanja od 10
°C/min, uz konstantan protok argona od 150 mL/min. Kao referentni materijal je upotrjebljena
prazna aluminijska posudica. Dobivene DSC krivulje analizirane su pomocu STARe 9.30

softvera (Mettler-Toledo GmbH, GieBBen, Njemacka).

Ovom metodom analizirani su koriSteni omotaci za inkapsulaciju (NA, GA, ZEL), suhi
ekstrakti tropa grozda (CS, CF i M), suhi inkapsulati dobiveni liofilizacijom hidrogelova
proizvedenih ionskim geliranjem (ovi uzorci su usitnjeni prije analize u tarioniku), suhi
inkapsulati (prahovi) dobiveni inkapsulacijom suSenjem zamrzavanjem i inkapsulacijom

suSenjem rasprSivanjem.

3.3.7.5. Ispitivanje Kkristalicnosti uzoraka rendgenskom difrakcijom praha

Kristalna struktura uzoraka karakterizirana je pomocu sustava za rendgensku difrakciju praha,

(X-Ray Powder Diffraction, XRPD). Metoda se temelji na principu da se zrake rendgenskog
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zra¢enja usmjeravaju na ravnu povrsinu usitnjenog uzorka smjestenog na nosacu. Rotacijom
detektora i uzorka mijenja se difrakcijski kut te se mjeri intenzitet difraktiranog rendgenskog

zracCenja s uzorka u ovisnosti o kutu difrakcije (Bunaciu i sur., 2015).

Postupak
Ovom metodom analizirani su suhi ekstrakti tropa grozda, koriSteni omotaci, liofilizirani
hidrogelovi dobiveni ionskim geliranjem (usitnjeni u tarioniku), prahovi dobiveni
inkapsulacijom susenjem rasprSivanjem te prahovi dobiveni inkapsulacijom liofilizacijom. Na
ploCice je stavljen uzorak u obliku praha pazec¢i pri tome da njegova povrSina bude ravna.
Plocica s uzorkom postavljena je na predvideno mjesto, uredaj je zatvoren i pokrenuta je
rotacija. Zatim je primijenjeno monokromatizirano CuKo rendgensko zradenje (A = 1,5406 A)
te su uzorci zraceni uz napon od 40 kV 1 jakost struje od 40 mA. Difraktogrami su snimljeni u
rasponu kutova 20 od 3 ° do 40 ° s pomoéu VANTEC-1 detektora. Daljnja obrada rezultata,
zagladivanje krivulja, skidanje Ko2 i uklanjanje pozadine, provedeni su pomocu softvera
DIFFRAC plus EVA (Karlsruhe, Njemacka). Prije provedbe analiza, uredaj je kalibriran

pomocu referentnog uzorka silicij dioksida.

3.3.7.6.  Analiza veli¢ine inkapsulata dobivenih suSenjem rasprsivanjem

Analiza veli¢ine Cestica provedena je pomocu Fiji (Imagel)) softvera (ImageJ 1,54 g, Java
11.8.0_322) kod inkapsulata dobivenih susenjem rasprSivanjem. SEM slike su kalibrirane na
temelju dane skale od 100 pm. Izmjerena je projicirana 2D povrSina svake Cestice, a

ekvivalentni kruzni promjer izra¢unat je pomocu izraza (3.28):

Povrsina
d (um) = 2x /T (3.28)

gdje je: d — promjer Cestice (um), dok ,,PovrSina“ predstavlja 2D projiciranu povrSina Cestice u
um?,
Raspodjela veli¢ine Cestica izraZzena je u terminima D10, D50 (medijan), D90 i srednjeg

promjera = SD. Raspon veli¢ine za svaki uzorak takoder je zabiljeZen kako bi se procijenila

ujednacenost veli¢ine Cestica.
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3.3.8. Simulacija probave u in vitro uvjetima

Simulirana probava u in vitro uvjetima provedena je bez prisustva i sa prisustvom probavnih
enzima prema standardizanoj INFOGEST metodi (Brodkorb i sur., 2019) koja je prilagodena
eksperimentalnim uvjetima ovog rada. Probava inkapsulata bez prisustva enzima provedena je
za potrebe opisivanja kinetike otpusStanja fenolnih spojeva na osnovi ¢ega su, uz fizikalno-
kemijsku i funkcionalnu karakterizaciju inkapsulata, odabrani najprikladniji omotaci, odnosno
kombinacija omotaca za inkapsulaciju, i nain stabilizacije hidrogelova u slucaju ionskog
geliranja. Simulirana probava ekstrakata tropa grozda i inkapsulata pripremljenih sa odabranim
omotacima provedena je uz prisustvo enzima s ciljem odredivanja biodostupnosti fenolnih
spojeva u probavnom traktu.

Prije provedbe simulirane probave pripremljene su osnovne otopine elektrolita u redestiliranoj

vodi prema Tablici 3.11.

Tablica 3.11 Prikaz pripreme osnovnih otopina elektrolita (soli) potrebnih za pripremu simuliranih
probavnih otopina

C osNovNa otorina (mol/L) m (g) Vizo (mL)
KCl 0,5 1,865 50
KH:PO, 0,5 34 50
NaHCO; 1 8,4 100
NaCl 2 5,85 50
MgClL(H;0)s 0,15 1,525 50
(NH4),CO; 0,5 2.4 50
CaCly(H:0); 0.3 2,205 50

Sve osnovne otopine su ¢uvane na -20 °C, a najduze godinu dana osim otopine natrijevog
hidrogen karbonata (NaHCO3) koja je nakon pripreme filtrirana preko filter papira i Cuvana na

2 — 5 °C najduze mjesec dana.

Osnovne otopine koriStene su za pripremu otopina koje oponasaju probavne tekucine u ustima
(Simulated Salivary Fluid, SSF), zeludcu (Simulated Gastric Fluid, SGF) te u crijevima
(Simulated Intestinal Fluid, SIF). Svaka od tri simulirane probavne otopine pripremljena je u
odredenim koncentracijama na nacin da su pomijesani odredeni volumeni osnovnih otopina
elektrolita i nadopunjeni s destiliranom vodom do 400 mL pri ¢emu su dobivene koncentrirane
probavne otopine (1,25 x veca koncentracija nego u kona¢nom volumenu otopine od 500 mL)
koje su kasnije nakon dodatka enzima, Zuénih soli, vode i otopine CaClx(H20); tijekom

provedbe probave rezultirale koncentracijom elektrolita (soli) u konacnoj probavnoj smjesi koja
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odgovara koncentracijama navedenim u Tablici 3.12. Otopina CaCl2(H20): je dodavana
izravno tijekom procesa simulirane probave, a ne odmah tijekom pripreme probavnih otopina

zbog toga $to moze uzrokovati taloZenje soli.

Tablica 3.12 Sastav probavnih otopina koje simuliraju oralnu (SSF — Simulated Salivary Fluid),
zeluCanu (SGF — Simulated Gastric Fluid) i crijevnu (SIF — Simulated Intestinal Fluid) fazu sa
pripadaju¢im volumenima otopina soli potrebnim za pripremu 500 mL pojedine simulirane probavne
otopine koja sadrzi navedene koncentracije soli u gotovim otopinama

SSF SGF SIF
c(mM) V(mL) c(mM) V@mL) c¢(mM) V' (mL)

KCl 15,1 15,1 6,9 6,9 6,8 6,8
KH;PO, 3,7 3,7 0,9 0,9 0,8 0,8
NaHCO; 13,6 6,8 25 25 85 42,5
NaCl - - 47,2 47,2 38,4 9,6
MgCL(H20)s 0,15 0,5 0,1 0,1 0,33 1,1
(NH4)2COs 0,06 0,06 0,5 0,5 - -
CaCly(H:0). 1,5 0,025 0,15 0,005 0,6 0,04

Pripremljene koncentrirane probavne otopine ¢uvane su na -20 °C, a najduze ih je moguce
¢uvati do godinu dana, u volumenima potrebnim za provedbu pojedine faze simulirane probave.

Prije uporabe simuliranih probavnih otopina potrebno ih je odmrznuti i zagrijati na 37 °C.

3.3.8.1.  Invitro otpusStanje ukupnih fenolnih spojeva

U casu je izvagan uzorak (100 mg neinkapsuliranog ekstrakta; 100 mg suhih inkapsulata
dobivenih ionskim geliranjem ili 200 mg inkapsulata/praha dobivenog suSenjem rasprsivanjem
ili zamrzavanjem) te je dodano 4 mL SSF otopine i 25 pL CaCl2(H20)». Izmjeren je pH otopine,
koji treba iznositi 7 = 0,1, a ukoliko je potrebno, pH je podesen odgovaraju¢om otopinom (1 M
HCl ili 1 M NaOH). Uzimaju¢i u obzir volumen potrebne otopine za podeSavanje pH, ukupni
volumen je nadopunjen do 10 mL redestiliranom vodom. Casa s otopinom je zatim stavljena na
zagrijanu magnetnu mijesalicu (37 °C) gdje je provodeno mijesanje otopine pri 200 rpm. Oralna
faza (OP — Oral Phase) trajala je 3 minute, a zatim je odvojeno 2 mL alikvota otopine za analizu

te je 2 mL Ciste SSF otopine dodano u glavnu masu otopine.

Nakon zavrSene OP, nastavljena je Zelucana faza (GP — Gastric Phase) dodavanjem 8 mL SGF
otopine te 5 uL CaCl2(H20)2, a pH je podesen na 3. Zatim je dodana redestilirana voda do
ukupnog volumena 20 mL, uzimajuéi u obzir volumen 1 M HCl-a za podeSavanje pH

vrijednosti. Casa je vraena na magnetnu mijeSalicu, a otpustanje je nastavljeno kroz 120 min.
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U odredenim vremenskim intervalima (6.; 8.; 23.; 48.; 63. 1 123. min) provedeno je uzorkovanje
na isti na¢in kao i u OP — odvojeno je 2 mL alikvota otopine za analizu, a pri tome je isti

volumen SGF otopine vrac¢en u glavnu masu otopine.

U casu je, nakon GP, dodano 16 mL SIF otopine 1 40 pL CaCly(H2O)> kako bi se nastavila
crijeva faza (IP — Intestinal Phase) probave. PodeSen je pH na 7 s 1 M NaOH, a zatim je dodana
redestilirana voda do ukupnog volumena 40 mL. Vrijeme trajanja IP je 120 minuta, a

uzorkovanje je provedeno na isti na¢in kao i tijekom zelucane faze (126.; 128.; 143; 168.; 183.;

243. min).

U uzorcima odvojenima tijekom provedbe in vitro otpustanja, odredene su koncentracije UF-a
(prema metodi opisanoj u poglavlju 3.3.2.2.) u tri paralele, a zatim su rezultati prikazani kao

srednje vrijednosti + SD.

Uporaba karbonatnih soli u probavnim otopinama zahtijeva koristenje zatvorenih spremnika s
ograni¢enim prostorom iznad otopina jer se u otvorenim posudama oslobada CO> S§to moze
uzrokovati porast pH vrijednosti. Zbog toga je tijekom cijelog otpustanja ¢asa bila poklopljena

satnim staklom.

3.3.8.2.  Odredivanje biodostupnosti fenolnih spojeva

U ovom radu ispitana je biodostupnost fenolnih spojeva neinkpasuliranih ekstrakata tropa
grozda (NIE) i inkapsulata nakon in vitro simulirane probave uz prisustvo enzima pepsina i

pankreatina te ekstrakta Zuci.

Prije pocetka simulacije probave, ispitana je aktivnost koriStenih enzima i1 odredena potrebna
koncentracija ekstrakta Zuci. Takoder ispitane su koli¢ine HCl-a 1 NaOH potrebne za postizanje
ciljanog pH kako bi se izvrSila uc¢inkovitija prilagodba pH vrijednosti tijekom izvodenja
protokola simulacije probave.

1) Ispitivanje aktivnosti pepsina

: pepsin . . . : .
Princip: hemoglobin + HHO ——»  tirozin sa peptidima topljiv u trikloroctenoj

kiselini (TCA)

Definicija jedinice: jedna jedinica je aktivnost enzima koja oslobada koli¢inu tirozina koja
dovodi do promjene apsorbancije od 0,001 po minuti na 280 nm pri pH 2,01 37 °C ("Sigma” ili

"Anson” pepsin jedinica).
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Priprema supstrata: Hemoglobin je pripremljen neposredno prije provedbe testa otapanjem 0,5
g u 20 mL redestilirane vode (2 % w/v) te je pH otopine podesen pomoc¢u 300 mM HCl-a na
vrijednost 2. Zatim je ukupni volumen otopine hemoglobina nadopunjen do 25 mL

redestiliranom vodom.

Priprema enzima: Pepsin je otopljen u 10 mM Tris/HCI puferu (pH 6,5) sa NaCl-om u
koncentraciji 1 mg/mL. Tris/HCI pufer pripremljen je otapanjem 0,02423 g Tris-a u 150 mM
NaCl-u, a zatim je pH pufera podeSen na 6,5 pomocu 37 %-tnog HCl-a. Nadalje, neposredno
prije analize, otopina pepsina (1 mg/mL) je razrijedena s 10 mM HCl-om u koncentracijama u

rasponu od 5 do 30 pg/mL. Pripremljene otopine pepsina ¢uvane su na ledu tijekom pripreme.

Test: U 500 pL hemoglobina dodano je 100 pL svake otopine pepsina (5 — 30 ug/mL) i
inkubirano 10 min na 37 °C. Reakcija je zaustavljena dodavanjem 1 mL 5 %-ne (w/v) TCA, a
zatim su uzorci centrifugirani 30 min na 6 000 xg na sobnoj temperaturi. Apsorbancija je
ocitana na valnoj duljini 280 nm u kvarcnim kivetama. Slijepa proba provedena je na isti nacin,
ali je pepsin dodan tek nakon dodavanja TCA. Specificna aktivnost (S.A.) pepsina zatim je

izraCunata prema izrazu (3.29):

(Ar — Agp) - 1000 (3.29)

S.A.(U/mg) = .

gdje je Ay — apsorbancija testne otopine sa enzimom na 280 nm, Agp — apsorbancija slijepe
probe na 280 nm, 1000 — faktor razrjedenja radi pretvorbe jedinica iz pg u mg, At — vrijeme

trajanja reakcije (10 min) 1 X — koncentracija pepsina u reakcijskoj smjesi u kiveti (ug/mL).

2) Ispitivanje aktivnosti pankreatina

pankreatin . o
Princip: TAME + H20O » p-toluen-sulfonil-L-arginin + metanol

Definicija jedinice: Jedna jedinica hidrolizira 1 pmol p-toluen-sulfonil-L-arginin metil estera

(TAME) po minuti pri pH 8,1 125 °C.

Priprema supstrata: TAME je pripremljen otapanjem u koncentraciji 10 mM u redestiliranoj

vodi.

Priprema enzima: Otopine pankreatina pripremljene su otapanjem u 1 mM HCl-u u

koncentracijama od 10 do 20 pg/mL.
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Test: Neposredno prije analiza pripremljen je 46 mM Tris/HCI pufer otapanjem 0,557244 g
Tris-a u 100 mL 11,5 mM CaCl; te je pH podeSen na 8,1 pomoc¢u HCl-a. U kvarcnu kivetu je
zatim dodano 1305 puL ovog pufera i 150 uL supstrata te je smjesa promijesana inverzijom.
Nadalje, dodano je 45 pL svake testne otopine enzima te je oCitana promjena apsorbancije u
vremenu (dA/dt) na 247 nm tijekom 250 sekundi. Za slijepu probu postupak je isti, ali je
umjesto enzima dodan isti volumen Tris/HCI pufera. Specifi¢na aktivnost (S. A.) pankreatina
izraCunata je prema izrazu (3.30):

(AAT - AASP) - 1000 ) Vuk l
E'm

S.A.(U/mg) = (3.30)

gdje je AA — promjena apsorbancije u vremenu na 247 nm testne otopine (AA 1) 1 slijepe probe
(AA sp) (1/min), V,,; —ukupni volumen reakcijske smjese (1,5 mL), € — ekstinkcijski koeficijent
supstrata na 247 nm (540 mL/pmol-cm), m — masa pankreatina u reakcijskoj smjesi u kiveti

(mg) i [ — duljina optickog puta (I = 1 cm).

3) Ispitivanje koncentracije ekstrakta zZuci

Koncentracija ekstrakta zuci ispitana je pomocu kompleta za fluorimetrijsko odredivanje
koncentracije Zu¢nih soli (MAK-309, Sigma Aldrich). Princip analize temelji se na reakciji 3a-
hidroksisteroid dehidrogenaza sa Zu¢nim kiselinama, pretvaraju¢i NAD u NADH, §to reducira
slijepu probu u visoko fluorescentni produkt. Rezultirajuci intenzitet fluorescencije (4., = 530
nm/ A,,,, = 585 nm) linearan je s koncentracijom zucne kiseline u uzorku. Analiza je provedena

prema uputama za odgovarajuci kit (Bile Acid Assay Kit).

Nakon ispitivanja aktivnosti enzima, prilagodbe pH vrijednosti i koncentracije ekstrakta zuci,

provedena je in vitro simulacija probave.

4) Priprema enzima za simuliranu probavu in vitro

Enzimi 1 ekstrakt zu¢i pripremani su neposredno prije provodenja faze probave u kojoj su
koriSteni.

Priprema pepsina: Pepsin je pripreman na nacin da u zavr§noj otopini koja predstavlja Zelu¢anu
fazu ima aktivnost 2000 U/mL. Kako bi se to postiglo, na dan simulacije probave i neposredno

prije Zeluane faze, 16 mg pepsina otapano je u 500 pL redestilirane vode. Naime, za svaku
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Falcon epruvetu pripremljena je posebna otopina pepsina. Pepsin je odvagan dan prije provedbe

in vitro simulirane probave i ¢uvan na -20 °C.

Priprema pankreatina: Pankreatin je pripreman tako da u crijevnoj fazi ima aktivnost 100 U/mL
Sto je postignuto otapanjem 444,44 mg pankreatina u 5 mL SIF otopine neposredno prije
crijevne faze. Za svaku Falcon epruvetu crijevne faze tijekom simulirane probave, pripremljena
je posebna otopina pankreatina. Kao i pepsin, pankreatin je odvagan dan prije provedbe in vitro

simulirane probave i ¢uvan na -20 °C.

Priprema ekstrakta zuci: Ekstrakt zu¢i u otopini crijevne faze treba biti u koncentraciji od 1
mmol/L te je pripreman otapanjem 441,745 mg ekstrakta zu¢i u 2,5 mL SIF otopine na dan
provedbe in vitro simulirane probave. Naime, ekstrakt zuci se vrlo tesko otapa te je neophodno
uracunati potrebno vrijeme njegova otapanja tijekom pripreme. Poput pepsina i1 pankreatina,

ekstrakt zu¢i odvagan je dan prije provedbe simulirane probave te je cuvan na +4 °C.

5) Postupak simulirane probave in vitro

In vitro simulacija probave provodena je u Falcon epruvetama gdje je za odredeni vremenski
interval koriStena zasebna epruveta s uzorkom. Primjerice, ukoliko je uzorak probavne smjese
uziman nakon 3, 60 1 120 min simulirane probave, pripremljeno je tri Falcon epruvete (Slika
3.4). Probavna smjesa konstantno je mijesana pomoc¢u multifunkcionalnog rotatora (orbitalna
rotacija 100 rpm, recipro¢na rotacija 45 °) postavljenog u termostat koji je odrzavao ujednacenu

temperaturu okoline od 37,5 °C = 0,5.

U svaku Falcon epruvetu izvagan je uzorak, 100 mg suhog ekstrakta, 100 mg liofiliziranih
inkapsulata dobivenih ionskim geliranjem ili suSenjem rasprSivanjem te 200 mg inkapsulata

dobivenog suSenjem zamrzavanjem.

Oralna faza: U Falcon epruvete s uzorcima dodano je 4 mL SSF-a 125 pL CaClx(H20),. Zatim
je dodano 5,975 mL redestilirane vode kako bi ukupan volumen bio 10 mL. Prema ranije
provedenim eksperimentima utvrdeno je da nije potrebno podeSavati pH vrijednost. Nakon
dodavanja otopina, Falcon epruvete postavljene su na rotator te su se mijesale 3 min nakon ¢ega
je epruveta, koja je predstavljala oralnu fazu izvadena iz termostata, a ostale su pripremljene za

zelu€anu fazu.

Zeludana faza: Nakon zavrietka oralne faze u Falcon epruvete dodano je 8 mL SGF-a, 5 uL

CaClx(H20)2 te je pH podesen na 3 dodavanjem 350 uL 1 M HCl-a. Potom je dodano 500 uL.
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svjeze pripremljenog pepsina i 945 pL redestilirane vode kako bi ukupni volumen bio 20 mL.
Nakon to¢no odredenog vremenskog perioda (63 i 123 min), iz rotatora i inkubatora je

izuzimana Falcon epruveta s uzorkom. Ukupno trajanje ZeluCane faze je 120 min.

Crijevna faza: Crijevna faza zapoceta je dodavanjem 8,5 mL SIF-a, 40 uL CaCl(H20) te 160
puL 1 M HCl-a za podesavanje pH vrijednosti na 7. Zatim je otopinu dodavano 5 mL pankreatina
12,5 mL ekstrakta zuci te 3,8 mL redestilirane vode kako bi ukupan volumen bio 40 mL. Kao i
u zelucanoj fazi, Falcon epruveta s reakcijskom smjesom izuzimana je u odredenim
vremenskim intervalima iz rotatora (183 i 243 min). Ukupno vrijeme trajanja crijevne faze je
120 min. Nakon izuzimanja pojedinih Falcon epruveta iz termostata tijekom provedbe in vitro
simulirane probave, uzorci su odmah centrifugirani 30 min na 16 000 Xg na 4 °C. Zatim je
odvojen supernatant koji je filtriran pomocu filtera veli¢ine pora 0,45 pm (Syringe Filter Nylon
25 mm 0,45 um, Agilent Technologies, SAD) kako bi se odvojili enzimi, ekstrakt Zuci 1 prisutni
ostatci inkapsulata ili ekstrakta. Dobiveni filtrat sadrzi jo$ uvijek mnogo soli te ga je potrebno
procistiti prije daljnjih analiza, a kao metoda procis¢avanja koristena je ekstrakcija na ¢vrstoj

fazi (Solid Phase Extraction, SPE).

+
ORALNA FAZA ZELUCANA FAZA CRIJEVNA FAZA PROCISCAVANJE UZORKA
ey 4 — * centrifugiranje: * 4°C
S gV >
N \3 O ] « filtriranje * 16000 xg
i \ \ 3 y ; L V) + 30 min
Lo s - ‘ \/ )
p il / o 4_{’- * odvajanje supernatanta i
b / 41 ™ zakiseljavanje
o L.~ * centrifugiranje: * 16000 xg
@ & © @ @ <@ Y, " 10min
) ) ) EKSTRAKCIJA NA CVRSTOJ FAZI
3 63 123 183" 243 L kondicioniranje kolone:
*6 mL MetOH : ledena octena kiselina (1 : 0,01)
. B *4 mL H,0 : ledena octena kiselina (1 : 0,01)
. 4mLSSF * ORALNAFAZA ¢+ ZELUCANA FAZA II. propustanje uzorka (3 mL)
. 25m L CaCL(H.0 +  8mLSGF + 85mL S":‘ III. ispiranje neCisto¢a: 15 mL H,0
. uL CaCly(H,0), 5 uL CaCly(H,0), * 40 pL CaUz(Hzo)z . V. eluiranje uzorka: 3 mL MetOH
pH7 + 500 uL pepsin (2000 U/mL final) * 5 mL pankreatin (100 U /mL final) v
¢ V=10 mL « pH3 * 2,5 mL ekstrakt zuéi (1 mM) \/
Vig= 20 mL * pH7
+ V=40 mL UHPLC, UF, UFL, UPA

Slika 3.4 Shematski prikaz provedbe procesa in vifro simulirane probave i procis¢avanja dobivenih
uzoraka

6) ProciS¢avanje uzorka ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi

Metoda SPE koristi se za selektivno izdvajanje ciljanih komponenata iz teku¢ih uzoraka
prolaskom kroz kolonu s imobiliziranom ¢vrstom fazom koja adsorbira te komponente, dok
ostale komponente prolaze kroz nju. Postupak obuhvaca cetiri glavna koraka: pripremu
(kondicioniranje) kolone s odgovaraju¢im otapalima kako bi se ¢vrsta faza aktivirala za

adsorpciju; propustanje uzorka, gdje ciljane komponente ostaju adsorbirane na ¢vrstu fazu,
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ispiranje kolone radi uklanjanja neadsorbiranih ili slabije adsorbiranih komponenata; i eluciju
(desorpciju), gdje se ciljane komponente oslobadaju s cvrste faze upotrebom prikladnih

organskih otapala (Buszewski i Szultka, 2012).

Priprema otopina za kondicioniranje kolona
Za kondicioniranje kolona koriStene su dvije otopine — otopina ledene octene kiseline i
metanola te otopina ledene octene kiseline i vode. Otopina metanola i ledene octene kiseline (1
: 0,01) pripremljena je u odmjerenoj tikvici od 1 L tako §to je zbog egzotermne reakcije najprije
u manji volumen metanola (~ 20 mL) dodano 10 mL ledene octene kiseline te je tikvica
nadopunjena metanolom do oznake. Na isti nacin pripremljena je i otopina vode i ledene octene

kiseline (1 : 0,01).

Postupak
SPE je provedena uporabom sustava za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi pod vakuumom koji se
uspostavljao pomoéu vakuum pumpe. Prije provedbe SPE-a, kolone (Superclean™, LC-18, 100
mg, 1 mL) koje sadrze imobiliziranu fazu (oktadecil silicij dioksid) su kondicionirane sa 6 mL
otopine metanola i ledene octene kiseline (1 : 0,01), a zatim s jo§ 4 mL otopine vode i ledene

octene kiseline (1 : 0,01).

U 4 mL filtrata, dobivenog nakon in vitro simulirane probave, dodano je 80 pL ledene octene
kiseline te je uzorak centrifugiran 10 min na 16 000 xg. Potom je 3 mL supernatanta propusteno
kroz kondicioniranu kolonu te je kolona isprana sa 15 mL vode. Na ovaj nain omoguceno je
ispiranje kolone, ali takoder 1 ispiranje soli koje se nalaze u uzorku. Nakon ispiranja, uzorak je
eluiran s kolone pomoc¢u 3 mL metanola. U ovim uzorcima su zatim provedene analize
odredivanja koncentracije UF-a, UFL-a, UPA te odredivanje koncentracije pojedinacnih
fenolnih spojeva (prema metodama opisanim u poglavlju 3.3.2.). Shematski prikaz postupka

proc¢iS¢avanja uzoraka ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi prikazan je na Slici 3.4.

Indeks biodostupnosti (BI) UF-a, UFL-a, UP-a i pojedina¢nih fenolnih spojeva odreden je

prema sljedecem izrazu (3.31):

C
BI (%) = -2-100 (3.31)
Ca

gdje je C, — udio fenolnih spojeva u uzorku prije in vitro simulirane probave, a Cg — udio
fenolnih spojeva u ekstraktu nakon provedbe simulirane probave. Udio fenolnih spojeva izrazen

je na 100 mg ekstrakta.
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3.3.9. Kinetika otpuStanja inkapsuliranih fenolnih spojeva

Razvoj inkapsulata i lijekova s kontroliranim otpustanjem oznacio je znacajan napredak u
“isporuci” aktivnih tvari tijekom posljednja tri desetlje¢a i revolucionarni nafin primjene
terapijskih sredstava. Srz ove inovacije je razumijevanje i primjena kinetike otpustanja aktivne
tvari, temeljnog aspekta koji odreduje brzinu i opseg dostupnosti aktivne tvari tijelu. Upotreba
matematickih modela ne samo da pomaze u dizajnu novih sustava, ve¢ i u optimizaciji
postoje¢ih, osiguravaju¢i da se postigne zeljeni profil oslobadanja aktivne tvari. Kroz
integraciju matematickog modeliranja i eksperimentalnih podataka, istrazivaci mogu podesiti
otpustanje inkapsuliranih fenolnih spojeva, medu ostalim aktivnim tvarima, postizu¢i preciznu

kontrolu nad njihovim terapeutskim uc¢incima (Bruschi, 2015).

Uzimajuéi u obzir ove ¢injenice, Cetiri matematicka modela: model prvog reda, Higuchi model,
Hixson-Crowell model 1 Korsmeyer-Peppas model, koriSteni su za opisivanje in vitro
otpustanja inkapsuliranih ukupnih fenolnih spojeva iz suhih inkapsulata u probavnom sustavu.
Parametri modela prikazani u Tablici 3.13. su izracunati koriStenjem softverskog alata
DDSolver (Zhang i sur., 2010). Tri su kriterija koriStena za procjenu uspjesnosti opisivanja
kinetike otpustanja ukupnih fenolnih spojeva: prilagodeni koeficijent determinacije (RZad),
Akaike informacijski kriterij (AIC) 1 kriterij odabira modela (MSC). Model koji daje vise
vrijednosti R?.j i MSC kriterija i niZe vrijednosti AIC kriterija prikladniji je za opisivanje

otpustanja fenolnih spojeva tijekom simulirane probave in vitro.

Tablica 3.13 Matematic¢ki modeli koristeni za modeliranje in vitro otpustanja ukupnih fenolnih
spojeva iz inkapsuliranih ekstrakata tropa grozda

Model Jednadzba Parametri
F —udio aktivne tvari (%) koja se
Model prvog reda F =100- (1 - e‘kl't) oslobada u vremenu t (min)

k, — konstanta otpuStanja prvog reda

F —udio aktivne tvari (%) koja se
Higuchi model F =ky- to® oslobada u vremenu t (min)

ky — Higuchijeva konstanta otpuStanja

F —udio aktivne tvari (%) koja se

oslobada u vremenu t (min)
kyc — Hixson-Crowellova konstanta
otpustanja

Hixson-Crowell

model F =100- [(1 - (1 - kHC ' t)B)]

F —udio aktivne tvari (%) koja se

Korsmeyer-Peppas oslobada u vremenu t (min)

model ‘o
otpustanja

n — eksponent otpustanja/difuzije

F = kgp - t" kyxp — Korsmeyer-Peppasova konstanta
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3.3.10. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu eksperimentalno dobivenih podataka koriSteni su specijalizirani
programski alati: Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, SAD)
za vizualizaciju i obradu podataka te za naprednu statisticku analizu Microsoft Excel dodatak

XLSTAT i TIBCO Statistica (TIBCO Software Inc., Palo Alto, Kalifornija, SAD).

Kako bi se testirala znacajnost razlika u aritmetickim sredinama koje predstavljaju specifi¢ne
uzorke populacije, primijenjena je jednosmjerna i/ili faktorska analiza varijance (ANOVA).
Kada je ANOVA pokazala postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu aritmetickih sredina
promatranih skupina podataka, provedena je dodatna analiza Duncanovim post-hoc testom za
viSestruke raspone kako bi se utvrdilo izmedu kojih populacija postoji znacajna razlika (p <
0,05). U vizualnim prikazima, kao Sto su slike ili tablice, podaci unutar iste populacije oznaceni
su istim slovom abecede ili grékog alfabeta, dok su oni koji pripadaju statisticki razli¢itim
populacijama oznaceni razli¢itim slovima, $to jasno ukazuje na postojanje znacajne statisticke

razlike medu njima.
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U ovom poglavlju prikazani su rezultati eksperimentalnog istrazivanja, popraceni detaljnom

raspravom. Kako bi se pruzila sveobuhvatna analiza dobivenih rezultata, obuhvaceno je vise

kljucnih dijelova istrazivanja kako slijedi:

)

2)

3)

4)

5)

Analiza kemijskog sastava tropa grozda. U ovom dijelu rada analiziran je kemijski

sastav koristenih uzoraka tropa grozda (CS, CF i M) s ciljem odredivanja udjela suhe tvari,

vlakana, pepela, ugljika i dusika, proteina, masti, Secera, esencijalnih minerala, UF-a,

UFL-a, UPA, pojedinac¢nih fenolnih spojeva te njihove antioksidacijske aktivnosti.

Odredivanje procesnih uvjeta konvencionalne kruto-tekuce ekstrakcije fenolnih

tvari. Optimalni uvjeti kruto-tekuée ekstrakcije (otapalo i omjer kruto-tekuée) fenolnih

tvari odredeni su na osnovi ostvarenog maksimalnog prinosa UF-a, UFL-a, UPA iz uzorka
tropa grozda CS.

Inkapsulacija metodom ionskog geliranja. U ovom dijelu rada definirani su:

a) optimalni uvjeti inkapsulacije CS ekstrakta metodom ionskog geliranja s obzirom na
EEiG;

b) najprikladnija metoda suSenja hidrogelova i najprikladniji omotaci za inkapsulaciju CS
ekstrakta s obzirom na EEig, geometrijske parametre, teksturu, morfologiju te profil
otpustanja fenolnih spojeva u in vitro uvjetima simulirane probave bez prisustva
enzima;

c) utjecaj ekstrakata (CS, CF i M) i omotaca na EEic, geometrijske parametre, teksturu,
morfologiju, kristalicnost/amorfnost inkapsulata te odabir najprikladnijeg
matematickog modela za opisivanje kinetike otpustanja fenolnih spojeva iz inkapsulata
u in vitro uvjetima simulirane probave bez prisustva enzima.

Inkapsulacija metodom suSenja zamrzavanjem i suSenja rasprSivanjem. U ovom

dijelu rada ispitana je EEsrsz) za ekstrakte CS, CF i M pomocu odabranih omotaca

prirodnog porijekla. Takoder, ispitana je kristalicnost inkapsulata dobivenih suSenjem
zamrzavanjem 1 suSenjem raspr§ivanjem te je provedeno otpustanje fenolnih spojeva u in
vitro uvjetima simulirane probave bez prisustva i u prisustvu enzima.

Biodostupnost fenolnih spojeva. Odredena je biodostupnost fenolnih spojeva (ukupnih 1

pojedinacnih) tijekom simulirane in vitro probave iz neinkapsuliranih i inkapsuliranih CS,

CF 1 M ekstrakata pomocu tri metode inkapsulacije (ionsko geliranje, suSenje

zamrzavanjem i suSenje rasprs$ivanjem) te su usporedeni rezultati dobiveni trima metodama

inkapsulacije.
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4.1. KEMIJSKI SASTAV TROPA GROZPA

Uzorci tropa grozda (CS, CF i M) koriSteni u ovom radu sastojali su se od sjemenki, pulpe i
kozice. Poznato je da trop grozda obiluje raznovrsnim spojevima Sto ga nominira kao izvrsnu
polaznu sirovinu za proizvodnju razli¢itih visokovrijednih produkata (npr. enzima, ulja,
dodataka prehrani, ekstrakata bogatih bioaktivnim tvarima, finih kemikalija, biogoriva, itd.).
Kemijski sastav tropa grozda ovisi o razli¢itim faktorima, ukljucujuci sortu grozda, zemljopisno
porijeklo, klimu i vrijeme berbe, tehnologiju prerade grozda u razli¢ite proizvode i drugo.
Tablica 4.1 prikazuje kemijski sastav ispitivanih uzoraka tropa grozda u ovom doktorskom

radu.

Tablica 4.1 Kemijski sastav ispitivanih uzoraka tropa grozda (CS, CF i M)

Komponenta CS CF M
Suha tvar (%) 92,91 £ 0,01 91,59 £ 0,02 92,15+ 0,04
NDF (%s.1v.) 50,33 £ 1,69 47,24 + 0,56 57,55+ 1,59
ADF (%s.1v.) 40,03 +£ 2,35 37,60 £ 0,36 49,14 + 3,06
ADL (lignin) (Yos.) 25,80 +£0,92 23,77+ 0,26 33,19+ 2,06
Hemiceluloza (%s.v.) 10,31 £ 0,96 9,64 + 0,55 8,41+ 1,47
Celuloza (%) 14,22 £ 1,79 13,82+ 0,62 15,95+ 1,04
Glukoza (mg/g s.) 4,53 + 0,06 4,38 +0,13 5,21 +£0,27
Arabinoza (mg/gs..) 1,35+ 0,46 1,50+ 0,19 0,87 +£0,50
Saharoza (mg/gs.v.) 3,23 +0,11 9,87+0,17 499+ 0,31
Fruktoza (mg/gs.v.) 8,51 £0,06 4,94+ 0,04 6,66 + 0,25
Reducirajuéi Seceri (mgoru/gs.v.) 21,43 +1,55 21,91 +£0,95 18,62 £0,71
TOC (mg/gs+.) 62,28 £ 0,69 59,22 £ 0,49 65,13 +0,27
TOCE (mg/gs 1) 35,63+ 1,14 5332+ 1,13 31,82 +0,57
TN (mg/gs.) 1,27 0,01 0,96 + 0,03 1,52+0,12
Udio pepela (%os.v.) 4,89 + 0,04 7,16 0,15 3,78+ 0,12
Fosfor (%) 0,26 + 0,00 0,31 + 0,00 0,33 + 0,00
Kalcij (mg/100 g) 640,00 + 0,00 596,60 + 0,00 562,60 + 0,00
Zeljezo (mg/100 g) 21,50 + 0,00 21,80 + 0,00 14,30 + 0,00
Kalij (mg/ 100 g) 1335,20 + 0,00 2156,70 + 0,00 968,40 + 0,00
Udio ukupnih proteina (%sv.) 7,38+0,13 8,72 +0,26 7,47 £ 0,01
Udio topljivih proteina (mg/gs:v.) 0,77 £ 0,08 3,16 £0,21 1,39 +£0,27
Udio slobodnih masti (%s1v.) 8,18+ 0,59 8,54+ 037 9,68 + 0,67

NDF — neutralna detergent vlakna, ADF — kisela detergent vlakna, ADL — kiseli detergent lignin, TOC — ukupni organski
ugljik u tropu grozda, TOCe — ukupni organski ugljik u teku¢em ekstraktu tropa grozda, TN — ukupni dusik, s.tv. — suha
tvar, GLU — glukoza. Svi podaci izrazeni su kao srednja vrijednost tri ponavljanja (n = 3) = SD

Suha tvar sva tri ispitivana uzorka kretala se u rasponu od 91,59 — 92,91 %. Trop grozda smatra
se lignoceluloznim materijalom s obzirom na to da sadrZi znacajan udio netopivih vlakana
odnosno lignina, celuloze 1 hemiceluloze. Lignin je kompleksna polimerna tvar prisutna u
biljnoj stanicnoj stijenki koja pruza cvrstocu 1 strukturalnu potporu biljkama ¢vrsto se vezuci
za druge komponente stani¢ne stijenke, poput ugljikohidrata celuloze i hemiceluloze (Guerriero
1 sur., 2016; Zoghlami 1 Paés, 2019). Nakon odvajanja od ugljikohidrata, lignin se cesto
odbacuje kao otpad, no veliki je interes znanstvene zajednice za njegovu pretvorbu u

visokovrijedne proizvode zbog visokog udjela ugljika, antioksidativnih svojstava, visoke
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toplinske stabilnosti i povoljne ¢vrsto¢e (Kai i sur., 2016; Zadeh i sur., 2018). Medutim,
pronalazenje u¢inkovite metode odvajanja lignina od ugljikohidrata predstavlja izazov zbog
njegove teSke topljivosti i kompleksne strukture. Odredene vrijednosti udjela lignina u
ispitivanim uzorcima tropa grozda kretale su se u rasponu od 23,77 do 33,19 %s.. Sto je u
skladu s literaturnim podacima za iste sorte tropa grozda, ali s drugog geografskog podrucja
(Virginia, Washington i Oregon, SAD) gdje se taj udio kretao u rasponu od 28,4 do 40,7 %s.tv.
(Deng i sur., 2011; Jin i sur., 2019).

Celuloza je linearni polimer 1 sastoji se od dugih lanaca jedinica celobioze koje su povezane s
D-glukoznim podjedinicama B-(1,4)-glikozidnim vezama (Geng i sur., 2019). Hemiceluloza je
heteropolimer koji se sastoji od grana kratkih lateralnih monosaharida poput pentoza (ksiloza,
ramnoza i arabinoza), heksoza (glukoza, manoza i galaktoza) i uronske kiseline (Gibson, 2012).
Udio celuloze u uzorima kretao se u rasponu od 13,82 do 15,95 %s.+v., @ hemiceluloze od 8,41
do 10,31 %;s4v. Sto je u skladu s literaturnim vrijednostima za udio ovih spojeva u tropu grozda
(Buci¢-Koji¢ 1 sur., 2022). Celuloza i hemiceluloza se mogu kemijski vezati s fenolnim
spojevima 1 tvoriti takozvana ,,antioksidativna vlakna®“, a ranija istrazivanja drugih autora su
potvrdila njihov pozitivan antioksidativni ucinak na ljudsko zdravlje (Saura-Calixto, 1998;
Mildner-Szkudlarz 1 sur.,, 2013). Upravo zbog ovih svojstava, koncept obogacivanja
prehrambenih proizvoda vlaknima iz tropa grozda vec¢ je Siroko prihvacen od strane trzista 1
potrosaCa. Brojna su eksperimentalna istrazivanja proSirila asortiman ovakvih proizvoda,
ukljucujuéi tjesteninu fettuccini (Sant’Anna i sur., 2014), jogurt i preljev za salatu (Tseng i

Zhao, 2013), kolaci¢e (Acun i Giil, 2014) te hrenovke (Ozvural i Vural, 2011).

Nadalje, trop grozda kao lignocelulozna biomasa ima potencijal primjene u proizvodnji
biogoriva, biokemikalija 1 biomaterijala uz prethodnu obradu (Balan i sur., 2013). Za
proizvodnju biogoriva potrebna je biokemijska, termokemijska ili hibridna obrada biomase, ali
dobre alternative su obnovljivi i1 ekoloski prihvatljivi bioloSki procesi koji koriste
mikroorganizme kao §to su gljive ili bakterije za razgradnju lignocelulozne (Baral 1 sur., 2019).
Nadalje, iz lignoceluloznog materijala moguce je proizvesti Sirok raspon biokemikalija zbog
velike raznolikosti monomernih jedinica i veza koje ¢ine lignoceluloznu strukturu. Lignin se
koristi za dobivanje aromatskih spojeva (Borrero-Lopez i sur., 2018; Schutyser i sur., 2018),
dok se Seceri iz hidrolizirane celuloze 1 hemiceluloze mogu pretvoriti u razlicite vrijedne
proizvode s pet 1 Sest atoma ugljika poput glicerola, sorbitola, ksilitola, octene, jabucne,
levulinske, asparaginske i oksalne kiseline 1 drugih proizvoda (Werpy i Petersen, 2004).

Nadalje, lignocelulozni materijali se mogu koristiti u proizvodnji biomaterijala i tekstilnih
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vlakana (Chen i Zhong, 2015) te adsorbenata (Satyanarayana i sur., 2009). Celuloza se moze
koristiti za proizvodnju raznih derivata poput celuloznih etera i estera (Seddiqi i sur., 2021),
dok se hemiceluloza moze koristiti za proizvodnju antioksidativnih filmova ili hidrogelova s

potencijalnom primjenom u biomedicini i pakiranju hrane (Zhao i sur., 2020).

Od dvanaest ispitanih standarda Secera, Cetiri su identificirana i1 kvantificirana (glukoza,
arabinoza, fruktoza i saharoza) te je njihov udio u tropu grozda iznosio 1,35 — 8,51 mg/gs .. za
CS, 1,50 — 9,87 mg/gs+. za CF te 0,87 — 6,66 mg/gs.+v. za M, dok je udio reduciraju¢ih Secera za
sve uzorke iznosio u rasponu 18,62 — 21,91 mgaru/gsw. (Tablica 4.1). Moze se pretpostaviti da
je nizak maseni udio pojedina¢nih Seéera u ispitivanim uzorcima tropa grozda rezultat procesa
proizvodnje crnih vina gdje Seceri sluze kao izvor hrane za kvasce tijekom procesa fermentacije
(Guillaume i sur., 2007). Vec¢i udio topivih Secera, posebno glukoze i fruktoze, obi¢no se nalazi
u tropu bijelih sorti grozda. Detektirani Seceri se dalje mogu koristiti, uz prethodno
procis¢avanje primjerice membranskom filtracijom, za proizvodnju razli¢itih kemikalija ili se
mogu primjenjivati kao poboljsivaci slatkog okusa u razli€itim proizvodima (Jin i sur., 2019).
Nadalje, zbog prisutnih Secera, trop grozda se ¢esto razmatra kao polazna sirovina u proizvodnji
etanola 1 biogoriva (Davila 1 sur., 2017). Osim toga odredeni su 1 udio ukupnog ugljika u tropu
grozda koji se kretao se u rasponu 59,22 — 65,13 mg/gs ., te u teku¢em ekstraktu tropa u rasponu
31,82 — 53,32 mg/gsw. kao 1 udio ukupnog dusika tropu u rasponu 0,96 — 1,52 mg/gs .., koji

igraju vaznu ulogu u proizvodnji biogoriva 1 biognojiva.

Trop grozda predstavlja zna€ajan izvor mineralnih tvari, stoga je odreden udio pepela kao
pokazatelj udjela mineralnih tvari. Udio pepela u tropu grozda kretao se u rasponu od 3,78 do
7,16 %s.v., a najveci udio dokazan je kod uzorka CF (Tablica 4.1). Prema literaturi, razlicite
sorte grozda sadrze razli€ite udjele pepela. Primjerice, za cabernet sauvignon udio pepela kretao
se urasponu 6,02 — 7,6 %s.. (Deng i sur., 2011; Lou i sur., 2021), dok je prema Jin i sur. (2019)
udio pepela u cabernet franc tropu grozda iznosio je 5,24 %s.v., a u sorti merlot 6,08 — 7,2 %o v,
(Deng i sur., 2011; Jin i sur., 2019). Sto se ti¢e esencijalnih minerala, Zeljezo moZe biti prisutno
u tropu grozda u Sirokom rasponu (5 — 5468 mg/100 g) ovisno o mnogim faktorima kao §to su
sorta, klimatski i geografski uvjeti (Antonic i sur., 2020). U ovom radu, ispitivani uzorci imali
su relativno ujednacen udio Zeljeza koji se kretao u rasponu od 14,30 mg/100 g do 21,80 mg/100
g. Zeljezo ima veliku ulogu u sastavu tropa grozda jer ima utjecaj na njegov antioksidacijski
potencijal (Sousa 1 sur., 2014). Nadalje, kalcij (562,60 — 640,00 mg/100 g) 1 kalij (968,40 —

2156,70 mg/100 g) su detektirani u znatno ve¢im koncentracijama od Zeljeza. Kalij je od velike
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vaznosti zbog svoje uloge u regulaciji krvnog tlaka i smanjivanju rizika od osteoporoze (Sousa

isur., 2014), a trop grozda se isti¢e kao znaCajan izvor ovog esencijalnog minerala.

Nadalje, udio ukupnih proteina kretao se u rasponu od 7,38 %s. do 8,72 %stv., a topljivih
proteina u rasponu od 0,77 %s.tv. do 3,16 mg/gs v, te udio slobodnih masti od 8,18 %;s. do 9,68
%s.tv. . Proteini su klju€an izvor aminokiselina u prehrani kako ljudi, tako i Zivotinja. Medutim,
iako je trop grozda bogat proteinima, istrazivanja su pokazala da vecina zivotinja ne moze
probaviti te proteine i iskoristiti ih kao izvor energije (Nistor i sur., 2014). Masti se takoder
smatraju klju¢nim izvorom energije, ali takoder doprinose funkcionalnim i senzorskim
karakteristikama hrane te su nositelji mnogih drugih spojeva poput aroma, vitamina i boja
(Delas, 2011). Ova svojstva doprinose potencijalnoj primjeni tropa grozda kao dodatka u

proizvodnji formulacija sto¢ne hrane.

4.2. ODREDIVANJE PROCESNIH UVJETA EKSTRAKCIJE
FENOLNIH SPOJEVA 1Z TROPA GROZPA

Ekstrakcija je jedan od najvaznijih koraka u izolaciji i identifikaciji fenolnih spojeva, a buduci
da ne postoji standardna metoda ekstrakcije za sve fenolne spojeve biljnog materijala nuzno je
odrediti optimalne procesne uvjete promatranog ekstrakcijskog sustava. Kruto-tekuca
ekstrakcija je konvencionalna i najces¢e koriStena metoda ekstrakcije fenolnih spojeva, ali
njezina uspjesnost ovisi o brojnim procesnim parametrima ukljucujuci izmedu ostalog 1 odabir
vrste 1 koncentracije ekstrakcijskog otapala te omjera otapala i uzorka. S obzirom na ovu
spoznaju, provedeno je istraZivanje utjecaja dva otapala, destilirane vode 1 50 %-tne vodene
otopine etanola 1 Sest razli¢itih omjera tekuce/kruto (6 mL/g, 8 mL/g, 10 mL/g, 12 mL/g, 20
mL/g 140 mL/g) na prinos fenolnih spojeva (UF, UFL i UPA) tijekom kruto-tekuce ekstrakcije

1z uzorka CS, a rezultati su prikazani na Slici 4.1.

| Ukupne fenolni spojevi 50 % (v/v) etanol (@) * voda (B) Ukupni flavonoidi 50 % (v/v) etanol (@) * voda (B)
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C
Slika 4.1 Utjecaj otapala (50 %-tni etanol i voda) i omjera tekuc¢e/kruto (6 — 40 mL/g) na
ekstraktibilnost (A) ukupnih fenolnih spojeva (Cur), (B) ukupnih flavonoida (Curr) 1 (C) ukupnih
ekstraktibilnih proantocijanidina (Cupa) iz uzorka CS. Razlic¢ita velika i mala te slova grcke abecede
oznacavaju skupine podataka koje se medusobno statisti¢ki znacajno razlikuju prema faktorskom
ANOVA testu i Duncanovom post-hoc testu uz p < 0,05

Statisticka analiza (ANOVA) pokazala je da je na sve skupine ispitivanih fenolnih spojeva
najvedi utjecaj na varijabilnost podataka imalo otapalo (85,5 — 97,1 % varijance), dok je manji
utjecaj imao omjer tekuce/kruto (2,4 — 10,1 %) kao 1 interakcija ova dva faktora (0,2 — 2,6 %.)
(Tablica 4.2). Skupno za sve ispitivane fenolne spojeve ostvareni su veci prinosi (3,9 — 7,8
puta) kada je 50 %-tni etanol koristen kao otapalo u odnosu na destiliranu vodu bez obzira na
ispitivani omjer tekuce/kruto (Slika 4.1 A — C). Najveci prinos UF-a (46,49 mgGar/gs.v.) (Slika
4.1 A), UFL (40,71 mgcr/gs+w.) (Slika 4.1 B) i UPA (13,09 mg/gs+.) (Slika 4.1 C) ostvaren je

kada je koriSten omjer tekucée/kruto 40 mL/g 1 50 %-tna vodena otopina etanola kao otapalo.

Tablica 4.2 Faktorski ANOVA test za UF, UFL i UPA - znacajnost utjecaja otapala (50 % (v/v) etanol,
voda) 1 omjera: otapalo/trop grozda (CS, CF i M) kod optimiranja konvencionalne kruto-tekuce
ekstrakcije tropa grozda te veliCina efekta (doprinos faktora i njihove interakcije varijanci pojedinog
skupa podataka)

Izvor varijacije SS df MS F D \;e;élc(ltl;a
Otapalo 10144,2 1 10144,2 8639,38 0,0000 * 97,1 %
UF Omyjer 2527 5 50,5 43,04 0,0000 * 2,4 %
Otapalo x omjer 23,3 5 4,7 3,98 0,0091 * 0,2 %
Pogreska 28,2 24 1,2
Otapalo 4848,5 1 4848,5 1203,02 0,0000 * 85,5 %
UFL Omjer 574,5 5 1149 28,51 0,0000 * 10,1 %
Otapalo x omjer 148.,6 5 29,7 7,37 0,0003 * 2,6 %
Pogreska 96,73 24 4,0
Otapalo 707,1 1 707,1 16152,90 0,0000 * 94,8 %
UPA Omjer 33,9 5 6,8 154,98 0,0000 * 4,5 %
Otapalo x omjer 3,6 5 0,7 16,33 0,0000 * 0,5 %
Pogreska 1,051 24 0,0

* statisticki znacajno uz p < 0,05
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Kruto-tekucu ekstrakciju karakterizira prijenos mase u kojem analit iz krutog uzorka prelazi u
otapalo s kojim je u dodiru te stoga otapalo ima vrlo vaznu ulogu u procesu ekstrakcije. Fenolni
spojevi su polarni spojevi te se dobro ekstrahiraju u polarnim otapalima kao §to su metanol,
etanol, voda ili aceton i njihove smjese Sto su ujedno i najcesce koriStena otapala za njihovu
ekstrakciju (Farooq i sur., 2020). Prema dobivenim rezultatima u ovom radu kao i rezultatima
drugih autora (Brazinha i sur., 2014; Sun i sur., 2015; Rodrigues i sur., 2023) vodene otopine
alkohola ili acetona u odnosu na ¢ista otapala rezultiraju boljim prinosima fenolnih spojeva.
Primjerice, Rodrigues 1 sur. (2023) ispitali su utjecaj etanola, metanola, acetona, butanola te
njihovih 50 %-tnih vodenih otopina i Ciste vode na kruto-tekucu ekstrakciju ukupnih fenolnih
spojeva iz tropa grozda pri omjeru tekuce/kruto 10 mL/g. Rezultati su pokazali da je dodavanje
50 % vode svakom cCistom otapalu povecalo prinos fenolnih spojeva u usporedbi s upotrebom
Cistog otapala i to 2,3 puta kada je koriSten metanol, a ¢ak 12,5 puta kada je koriSten aceton. S
druge strane usporedbom ucinkovitosti ekstrakcije fenolnih spojeva s ¢istom vodom i 50%-
tnim vodenim otopinama koriStenih otapala uo¢eno je da je pomocu vode ostvaren manji prinos
fenolnih spojeva i to izmedu 5,3 puta u slucaju metanola 1 9,8 puta u slucaju acetona. Naime,
Cisti alkohol uzrokuje dehidraciju i razaranje biljnih stanica te uzrokuje raspad veze izmedu
analita i stani¢ne stjenke dok voda djeluje kao sredstvo za ,bubrenje™ biljnog materijala,
povecavajuéi kontaktnu povrSinu izmedu otapala 1 materija Sto rezultira boljim prijenosom

analita u otapalo (Garcia-Castello i sur., 2015; Medina-Torres i sur., 2017).

Osim otapala, iz dobivenih rezultata vidljivo je i da omjer tekuce/kruto ima odredeni utjecaj na
ekstraktibilnost fenolnih spojeva budu¢i da utjeCe na brzinu prijenosa mase prilikom
ekstrakcije. Koli¢ina dodanog otapala trebala bi biti dovoljna za otapanje zeljenih spojeva,
medutim, kako se 1 drugi prisutni spojevi ekstrahiraju, cesto je potrebna veca koli¢ina otapala
(Silva i sur., 2015). Drugim rije¢ima, vec¢i volumen otapala u odnosu na masu uzorka u pravilu
ubrzava proces difuzije zbog veceg koncentracijskog gradijenta Sto rezultira boljim prijenosom
mase (Rodriguez De Luna i sur., 2020). Ipak u slucaju ukupnih UPA kada je koriSten 50 % -tni
etanol kao otapalo uocen je razli€it utjecaj omjera tekuce/kruto na njihov prinos u odnosu na
prinos ostvaren za UF 1 UFL kod kojih je prinos rastao s porastom omjera tekuce/kruto (6 < 8
<10 <12 <20 <40 mL/g) (Slika 4.1 A i B). Naime, iako je koriStenjem 50 %-tnog etanola
takoder ostvaren najveci prinos UPA kao 1 kod UF-a, 1 UFL-a pri omjeru 40 mL/g, kod drugih
koriStenih omjera tekuce/ kruto uocene su manje fluktuacije pa je uz omjer 10 mL/g 1 8 mL/g
ostvaren je nesto veci prinos ukupnih proantocijanidina nego li pri omjeru tekuce kruto od 12

mL/g (Slika 4.1 C).
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Sveukupno, na temelju postignutih maksimalnih prinosa UF, UFL i UPA, moze se zakljuciti da
su optimalni uvjeti konvencionalne kruto-tekuée ekstrakcije ovih spojeva iz tropa grozda
postignuti koriStenjem omjera tekuce/kruto 40 mL/g 1 50 %-tne vodene otopine etanola, stoga

su za pripreme ekstrakata dalje tijekom eksperimentalnog rada koristeni ovi uvjeti ekstrakcije.

4.3. MASENI UDIO UKUPNIH I POJEDINACN II;I FENOLNIH
SPOJEVA U EKSTRAKTIMA TROPA GROZDA 1
ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST EKSTRAKATA

Odredeni optimalni uvjeti ekstrakcije fenolnih spojeva na CS uzorku dalje su koriStenu za

pripremu svih ostalih tekucih ekstrakata (CF 1 M) koji su potom koncentrirani do suhog (dalje

u tekstu neinkapsulirani ekstrakti, NIE), prema protokolu opisanom u poglavlju 3.3.2.1. te su

u njima odredene koncentracije fenolnih spojeva u konacnici izrazene kao maseni udjeli UF-a,

UFL-a, UPA (Slika 4.2) i pojedinacnih fenolnih spojeva (Tablica 4.3). Maseni udio UF-a u

svim NIE uzorcima varirao je izmedu 21,78 —26,09 mgcar/100 mgg, UFL-a izmedu 13,58 —

18,83 mgce/100 mge te UPA 5,60 — 6,54 mg/100 mge. Rezultati pokazuju da je ekstrakt imao

statisticki znacajan (ANOVA, p < 0,05) utjecaj na maseni udio svih ispitivanih fenolnih spojeva

s izuzetkom kod UPA gdje je vidljivo da nema statisticki znacajne razlike u udjelu UPA u

CS-NIE i CF-NIE dok se M-NIE od njih statisticki razlikovao po masenom udjelu UPA.

Najveci maseni udjeli svih fenolnih spojeva zabiljezeni su kod M-NIE uzorka (Slika 4.2).
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Slika 4.2 Maseni udio (C) UF-a, UFL-a i UPA u neinkapsuliranim ekstraktima (NIE) tropa grozda
CS, CF i M izrazenima u mg po 100 mg ekstrakta (E u indeksu mjerne jedinice). Razlicita slova
abecede oznacavaju skupine podataka koje se medusobno statisticki znacajno razlikuju po
skupinama fenolnih spojeva prema jednosmjernom ANOVA testu i Duncanovom post-hoc testu uz
p <0,05
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Usporedujuci dobivene rezultate s dostupnim literaturnim podacima, primjecuje se znacajna
varijabilnost rezultata, $to je posljedica mnogih ¢imbenika, ukljucujuéi sortu, klimatske uvjete,
agrotehnicke uvjete, geografski polozaj, proces proizvodnje vina, metode ekstrakcije i mnoge
druge ¢imbenike (Deng i1 sur. 2011). Na primjer, Rockenbach i sur. (2011) analizirali su udio
UF-a u ekstraktima tropa grozda sorti CS i M iz vinarije Videira (Brazil, berba 2008. godine) i
zabiljezili su razliCite rezultate, odnosno 7,48 mgcar/100 mgg za CS uzorak i 4,62 mgcar/100
mgg za M uzorak. Sli¢no tome, istrazivanje lora i sur. (2015) obuhvatilo je analizu ekstrakata
tropa grozda sorti CS 1 M uzgojenih u regiji Toledo (Brazil, berba 2012. godine), pri ¢emu su
zabiljezili ve¢i sadrzaj UF-a i UFL-a u uzorku CS (UF = 5,10 mggar/100 mgg; UFL = 2,98
mgce/100 mgg) nego u M uzorku (UF = 3,76 mgcar/100 mgg; UFL = 2,12 mgce/100 mg).
Nadalje, Xu 1 sur. (2016) proucavali su sastav ekstrakta tropa sorte CF iz okruga Orange
(Orange, VA, SAD) 1 odredili udio UF-a od 15,38 mggae/100 mge i UFL-a od 9,17 mgcg/100
mgg, dok su Jin i sur. (2019) dobili 36,1 mgcar/gs.+v. za UF, 16,3 mgce/gsw. za UFL 1 21,2 mg/
gs.v. za UPA za CF iz podrucja Crozeta (Crozet, VA, SAD).

Udio i profil pojedina¢nih fenolnih spojeva u NIE uzorcima odredeni su pomo¢u UHPLC-a, a

rezultati su prikazani u Tablici 4.3.

Tablica 4.3 Maseni udio pojedinac¢nih fenolnih spojeva u neinkapsuliranim ekstraktima (NIE) tropova
grozda CS,CFiM

CS-NIE CF-NIE M-NIE

Fenolne kiseline (ng/100 mgg)

Galna kiselina

161,99 + 31,68

130,00 £ 10,98

207,79 £ 10,15

3,4-Dihidroksibenzojeva kiselina 62,02 +£ 11,60 24,09 + 1,97 75,63 £5,51
Vanilinska kiselina 10,45 + 0,80 14,83 £ 0,74 12,34 £ 0,25
Siringinska kiselina 88,88 + 20,39 114,36 £ 3,02 51,89 £9,07
Elaginska kiselina 94,72 £ 10,39 81,33 +£1,23 16,32 £0,12
p-Hidroksibenzojeva kiselina 2,97 £ 0,54 1,00 £ 0,04 2,10+ 0,09
o-Kumarinska kiselina 7,46 £ 1,39 19,48 £ 0,58 9,60 + 0,60
p-Kumarinska kiselina 3,43 +£0,71 1,44 £ 0,04 3,31+0,20
Kafeinska kiselina 1,40 + 0,04 1,04 £ 0,02 0,75+ 0,01
Ferulinska kiselina 0,97 +£0,01 2,52 +£0,25 0,97 £ 0,08
Flavanoli (ng/100 mgg)

Epikatehin 100,71 £ 11,65 547,27 £25,23 248,31 +£9,17
Katehin 240,87 + 13,61 527,59 £28.,62 272,26 +£ 0,42
Epikatehin galat 5,78 £2,74 32,46 £ 1,65 8,29 £ 0,04
Galokatehin galat 72,53 £21,84 127,23 £9,54 76,11 + 4,85
Procijanidin B1 118,52 +£25,63 317,42 £2,59 197,93 £ 16,51
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Procijanidin B2 46,57 £ 21,88 126,51 +£23,32 62,19+2,76
Flavonoli (ng/100 mgg)

Kvercetin 214,33 £ 24,44 146,04 + 3,93 5,19 £0,06

Rutin 13,14 £+ 3,60 65,08 £5,10 24,13 £ 0,95
Kempferol 13,22+ 1,34 10,40 £ 1,00 5,19 £0,06

Stilbeni (ng/100 mgg)

Resveratrol 7,91 +£0,45 8,82 +0,40 14,16 £ 0,37
&-Viniferin 22,75 +0,58 13,72 £ 0,06 8,53 +0,31

Antocijani (ng/100 mgg)

Oenin klorid 91,28 £0,72 794,37 £ 21,84 32,83 +£0,36
Mirtilin klorid 12,09 + 0,04 35,15+ 0,00 2,81 +0,01

Petunidin klorid 1,89 + 0,08 7,77 £0,01 0,67 +0,03

Peonidin-3-0-glukozid klorid 9,76 = 0,02 77,75 £7,28 7,17+ 0,09

Kuromanin klorid 2,29 +0,00 4,88 +0,03 1,11 £0,15

Kalistefin klorid nd 2,27+ 0,03 nd

nd — spoj nije identificiran. Maseni udio pojedinacnih fenolnih spojeva (ng/100 mgE) prikazan je kao srednja vrijednost tri
ponavljanja + SD

Od 33 ispitana fenolna spoja iz vlastite baze standarada, u CS-NIE i1 M-NIE identificirano je 1
kvantificirano 26 fenolnih spojeva, odnosno 27 fenolnih spojeva u CF-NIE uzorku koji

pripadaju skupinama fenolnih kiselina, flavanola, flavonola, stilbena 1 antocijana.

U svim ekstraktima od hidroksibenzojevih kiselina u najve¢im koncentracijama je detektirana
galna kiselina (130,00 — 207,79 pg/100 mgg) a potom siringinska kiselina (51,89 — 114,36
ng/100 mgg), elaginska kiselina (16,32 — 94,72 ng/100 mgg), 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina
(24,09 — 75,63 pg/100 mge), vanilinska kiselina (10,45 — 14,83 png/100 mgg) 1
p-hidroksibenzojeva kiselina (1,00 —2,97ug/100 mge). Galna kiselina prisutna je u mnogo voca
1 povrca 1 ima Sirok spektar bioloskih funkcija, uklju¢ujuéi antikancerogeno, antimikrobno 1
antioksidativno djelovanje. Siringinska kiselina, poznata po svojim blagotvornim u¢incima na
oksidativni stres (Cotoras i1 sur., 2014), zastiti jetre (Ramachandran i Raja, 2010) te
protuupalnom (Lee 1 sur., 2013), antidijabetskom (Wei 1 sur., 2012) 1 neuroprotektivhom
djelovanju (Giiven 1 sur.,, 2015) kao 1

elaginska kiselina. S druge strane, 3.4-

dihidroksibenzojeva kiselina pokazuje obecfavaju¢a protuupalna, neuroprotektivna,
antidijabeticka i antioksidativna svojstva, otvaraju¢i mogucénosti za njezinu terapijsku primjenu
(Song 1 sur., 2020). Medutim, njihova slaba topljivost, stabilnost, bioraspolozivost te brzi
metabolizam 1 izlu¢ivanje ograniavaju njithov terapijski potencijal (Liu 1 sur., 2019; Yang 1

sur., 2020) te je namjera mnogih istrazivanja razvoj formulacija koje bi omoguc¢ile kontrolirano
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i ciljano oslobadanje fenolnih kiselina, ali i aktivnih tvari opéenito, na mjestu apsorpcije u
gastrointestinalnom traktu. Prisutne u nizim koncentracijama, vanilinska i p-hidroksibenzojeva
kiselina u literaturi su opisane kao fenolne kiseline s raznolikim bioloSkim aktivnostima. Obje
pokazuju antioksidativno, antimikrobno i protuupalno djelovanje. Vanilinska kiselina dodatno
se povezuje s potencijalnim neuroprotektivnim i kardioprotektivnim ucincima te se Cesto
navodi kao vazan metabolit drugih fenolnih spojeva (Kafali i sur., 2024). S druge strane, p-
hidroksibenzojeva kiselina pokazuje Siri spektar djelovanja, ukljucuju¢i antialgalno,
antimutageno, antiestrogeno, hipoglikemicko i antitrombocitno djelovanje, kao 1 antivirusna
svojstva (Manuja i sur., 2013). Tako se ne nalaze u visokim koncentracijama u tropu grozda,
kafeinska, ferulinska i kumarinske kiseline imaju izuzetnu vaznost zbog svojih mnogobrojnih
korisnih bioloskih djelovanja — posjeduju antioksidativna i antitumorska svojstva, doprinose
prevenciji kardiovaskularnih bolesti 1 visokog krvnog tlaka (Kili¢ 1 Yesiloglu, 2013; Kowczyk-
Sadowy 1 sur., 2015; Oniszczuk, 2016), a prehrana oboga¢ena ovim hidroksicimetnim
kiselinama smanjuje rizik od Alzheimerove bolesti 1 ateroskleroze (Morris, 2002; Anderson,
2004). Od ispitanih hidrokiscimetnih kiselina, u najviSim koncentracijama u svim ekstraktima
kvantificirana je o-kumarinska kiselina (7,46 — 19,48 nug/100 mgg), a potom ju slijede p-
kumarinska kiselina (1,44 — 3,43 ng/100 mgg), ferulinska kiselina (0,97 — 2,52 pg/100 mgg) i
kafeinska kiselina (0,75 — 1,40 png/100 mgg).

Flavanoli prisutni u tropu grozda, uglavnom su u obliku katehina i ¢ine znacajan udio (13 30
%) ukupnog udjela fenola u tropu crnog grozda, dok je njihov sadrzaj veci u tropu bijelog
grozda (46 — 56 %) (Georgiev i sur., 2014). 1z Tablice 4.3 vidljivo je da su epikatehin (100,71
— 547,27 pg/100 mgg) 1 katehin (240,87 — 527,59 ng/100 mgg) zajedno s procijanidinom Bl
(118,52 — 317,42 ng/100 mgg) bili jedni od najzastupljenijih fenolnih spojeva u ekstraktima,
dok su galokatehin galat (72,53 — 127,23 pg/100 mgg) 1 epikatehin galat (5,78 — 32,46 pg/100
mge) bili zastupljeni u nesto nizim koncentracijama u odnosu na navedene spojeve. Flavanoli
su spojevi od iznimno velikog interesa s obzirom da je dokazan njihov pozitivan utjecaj na
zdravlje kardiovaskularnog sustava (Heptinstall 1 sur., 2006). Proantocijanidini pokazuju
snazno antikancerogeno, antimikrobno i kemoprotektivno djelovanje, kao 1 snaZan
antioksidativni u¢inak (Yunhai i sur., 2003; Beecher, 2004; Nandakumar i sur., 2008; Xu i sur.,

2012).

Flavonol kvercetin bio je najzastupljeniji flavonol u svim NIE (5,19 — 214,33 ng/100 mgg) dok

su rutin i 1 kempferol bili prisutni u ekstraktima u nizim koncentracijama (5,19 — 65,08 pg/100
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mgg). Prema literaturi dokazano je pozitivno djelovanje flavonola protiv osteoporoze u in vitro

1 in vivo istrazivanjima (Shen i sur., 2022).

Kao 1 svi drugi fenolni spojevi, stilbeni posjeduju antioksidativno djelovanje, ali takoder
doprinose prevenciji raka 1 kardiovaskularnih bolesti te imaju neuroprotektivna i protuupalna
svojstva (Guerrero i sur., 2016). U NIE su kvantificirani resveratrol i njegov dimer, e-viniferin,
pri ¢emu je e-viniferin detektiran u nesto vis§im koncentracijama kod CS-NIE (22,75 mg/100
gswv.) 1 CF-NIE (13,72 pg/100 mgg), a kod M-NIE uocene su viSe koncentracije resveratrola
(14,16 pg/100 mge) (Tablica 4.3).

Posljednja ispitivana skupina fenolnih spojeva bili su antocijani, koji se obi¢no povezuju s
bojom grozda i mogu se koristiti kao prirodni pigmenti. Medutim, oni takoder doprinose
zdravlju svojim kardioprotektivnim, antitrombotickim, antiaterosklerotskim, vazoprotektivnim
1 protuupalnim (Castellanos-Gallo i sur., 2022). Iz Tablice 4.3 mogu se vidjeti velike razlike u
koncentraciji antocijana, ali 1 velike razlike izmedu koncentracije istih antocijana izmedu
ekstrakata. Moze se uociti da je kalistefin klorid identificiran iskljuc¢ivo u uzorku CF-NIE. Ipak,
zajednicko je svim ekstraktima da su kvantificirane najveée koncentracije antocijana oenin
klorida (32,83 — 794,37 pg/100 mgg.) 1 peonidin-3-O-glukozid klorida (7,17 — 77,75 pg/100 mgg.).
Antocijanima se pripisuju slina svojstva kao i mnogim flavanolima i flavonima poput
antioksidativnih, antivirusnih 1 antikancerogenih svojstava (Flamini 1 sur., 2013; Chagas 1 sur.,
2022; Luo i sur., 2022). Takoder, Fabroni i sur. (2016) pronasli su povezanost izmedu ekstrakta

bogatog antocijanima i u€inka protiv pretilosti kroz inhibiciju aktivnosti lipaze gusterace.

Analizirana je 1 antioksidacijska aktivnost ekstrakata ispitivanih uzoraka tropa grozda s pomocu
tri metode odnosno s pomoc¢u DPPH, ABTS i FRAP metode kako bi se dobio potpuniji uvid u
antioksidacijsku aktivnost ekstrakata tropa grozda. Osim toga ispitana je Kkorelacija
antioksidacijske aktivnosti i UF-a, UFL-a i UPA. Rezultati antioksidacijske aktivnosti su

prikazani u ekvivalentima troloksa (TE) poznatog kao snaznog antioksidansa (Tablica 4.4).

Tablica 4.4 Antioksidacijska aktivnost NIE (CS, CF, M) odredena prema DPPH, ABTS i FRAP
metodama i korelacija antioksidacijske aktivnosti i koncentracije fenolnih spojeva (UF, UFL i UPA)

CS-NIE CF-NIE M-NIE
Fenolni spojevi

UF (mggar/mL) 0,12+ 0,01 0,18 0,01 0,13 £ 0,00
UFL (mgce/mL) 0,11 + 0,00 0,15+0,01 0,11 +0,01
UPA (mg/mL) 0,05 + 0,00 0,07 + 0,00 0,04 + 0,00
Antioksidacijska aktivnost

DPPH (mgre/mL) 0,16 + 0,00 0,24 + 0,00 0,20 + 0,01
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ABTS (mgre/mL) 0,07 + 0,00 0,14 40,00 0,10 + 0,00
FRAP (mgre/mL) 0,06 +0,01 0,12 + 0,00 0,09 + 0,00
Korelacija fenolni spojevi : antioksidacijska aktivnost

UF : DPPH 0,912

UF : ABTS 0,954

UF : FRAP 0,999

UFL : DPPH 0,938

UFL : ABTS 0,973

UFL: FRAP 0,965

UPA : DPPH 0,839

UPA : ABTS 0,898

UPA : FRAP 0,883

Rezultati antioksidacijske aktivnosti su prikazani kao srednje vrijednosti tri ponavljanja (n = 3) £ SD. GAE — ekvivalenti galne
kiseline, CE — ekvivalenti katehina, TE — ekvivalenti troloksa

Najvece vrijednosti antioksidacijske aktivnosti za sve ispitivane uzorke dobivene su primjenom
DPPH metode (0,16 — 0,24 mgre/mL), potom ABTS metode (0,07 — 0,14 mgre/mL), te FRAP
metode (0,06 — 0,12 mgrg/mL). Prisutne razlike u rezultatima antioksidacijske aktivnosti
ekstrakata su posljedica razli¢itih principa i1 osjetljivosti metoda na prisutnost odredenih
antioksidanasa u uzorcima §to su uocili i Rockenbach i sur. (2011). Iako ekstrakt tropa grozda
obiluje razli¢itim spojevima koje mogu imati antioksidativno djelovanje, ipak se ono najcesce
povezuje s prisutnos$¢u fenolnih spojeva Sto je dokazano i u ovom radu. Naime, korelacija
izmedu vrijednosti antioksidacijske aktivnosti ekstrakata bez obzira na koriStenu metodu
odredivanja i udjela ukupnih fenolnih spojeva (UF, UFL i UPA) kretala se u rasponu od 0,839
do 0,999 §to upucuje na doprinos ovih fenolnih spojeva ukupnoj antioksidacijskoj aktivnosti

ekstrakata tropa groZzda (Tablica 4.4).

4.4. INKAPSULACIJA EKSTRAKATA TROPA GROZPA METODOM
IONSKOG GELIRANJA

4.4.1. Optimiranje uvjeta inkapsulacije ionskim geliranjem

Rezultati za ucinkovitost inkapsulacije ionskim geliranjem (EEjc) ukupnih fenolnih tvari iz CS
ekstrakata za ukupno petnaest eksperimenata definiranih prema Box-Bhenkenovom planu
pokusa kretali su se u rasponu od 21,47 do 53,67 % (Tablica 4.5). Kako bi se ispitao utjecaj
nezavisnih varijabli inkapsulacije 1 njihove interakcije (masenog udjela NA, koncentracije
CaCl, 1 vremena umrezavanja) na zavisnu varijablu (EEiG) te provjerila prikladnost

primijenjenog Box-Behnkenovog plana pokusa u modeliranju i optimiranju procesa
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inkapsulacije, provedena je aproksimacija eksperimentalnih podatka (Tablica 4.5)
matematickim modelom tj. polinomom drugog reda prema izrazu (3.25) pomoc¢u programskog

paketa Design Expert 12.

Tablica 4.5 Srednje vrijednosti za EEig ukupnih fenolnih tvari iz CS ekstrakata pri ispitivanju razlic¢itih
procesnih uvjeta inkapsulacije (maseni udio NA — X}, koncentracija CaCl,— X te vrijeme umrezavanja
— X3) u razli¢itim kombinacijama definiranim Box-Behnkenovim dizajnom (eksperimentalna matrica)

Faktor X Faktor X; Faktor X; Odziv 1
Broj eksperimenta  maseni udio  koncentracija CaCl, vrijeme un.lreiavanja EEr6 (%)
NA (%, w/v) ™M) (min)
1. 1,5 0,25 30 21,47
2. 4,5 0,05 30 37,96
3. 4,5 0,25 30 35,67
4. 1,5 0,15 50 25,23
S. 3,0 0,05 10 41,25
6. 3,0 0,05 50 27,82
7. 3,0 0,15 30 31,28
8. 3,0 0,25 10 37,03
9. 3,0 0,15 30 30,18
10. 3,0 0,15 30 30,96
11. 1,5 0,05 30 26,90
12. 1,5 0,15 10 37,80
13. 3,0 0,25 50 24,97
14. 4,5 0,15 10 53,67
15. 4,5 0,15 50 30,56

Model 1 njegovi koeficijenti dobiveni su statistickom metodom nelinearne regresije
eksperimentalnih podataka, a model daje funkcionalnu ovisnost izmedu zavisne i1 nezavisnih
varijabli. Model se sastoji se od linearnog i kvadratnog ¢lana te ¢lana koji predstavlja interakciju
ispitivanih varijabli, pa prema tome model moZe biti linearan, kvadratni ili srednja vrijednost
ako nema znacajnog utjecaja istraZivanih faktora. Medutim, Cesto odabrani model
aproksimacije eksperimentalnih podataka ne opisuje u potpunosti ispitivano eksperimentalno
podrucje. Zbog toga je provedena detaljnija statisticka analiza (ANOVA) gdje se na osnovi vise
kriterija moze preciznije utvrditi opravdanost primjenjivosti odabranog modela. Kada su ,,p*
vrijednosti za odredene ¢lanove odzivnog polinoma manje od 0,05 onda ti ¢lanovi statisticki
znacajno utjeCu na promatrani proces. Prema tome, utvrdeno je da je aproksimacija
eksperimentalnih podataka za EEjc kvadratnim modelom statisti¢ki znacajna §to znaci da je
primjena modela opravdana za ispitivano podru¢je ¢emu u prilog ide i visoka vrijednost
koeficijenta multiple determinacije (R* = 0,98) kao pokazatelja slaganja eksperimentalnih i

modelom predvidenih podatka, a koji u idealnom slucaju iznosi 1. Pored toga statisticki
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parametar ,,nedostatak modela® nije bio statisticki znac¢ajan za p < 0,05 §to dodatno potvrduje
prikladnost kvadratnog polinoma za opisivanje procesa inkapsulacije unutar eksperimentalnog

podrucja (Tablica 4.6).

Tablica 4.6 Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno odredene EE;c
ukupnih fenolnih tvari iz CS ekstrakta, polinomnim modelom primjenom nelinearne regresije

Izvor varijabilnosti SS af MS F P
Model 892,96 9 99,22 31,48 0,0007 *
X, — maseni udio NA 269,61 1 269,61 85,55 0,0002 *
X, — koncentracija CaCl, 27,32 1 27,32 8,67 0,0321 *
X3 — vrijeme umrezZavanja 467,75 1 467,75 148,41 <0,0001 *
XX, 2,46 1 2,46 0,78 0,4176
X1 X5 27,77 1 27,77 8,81 0,0312 *
X, X5 0,4702 1 0,4702 0,15 0,7152
X2 12,90 1 12,90 4,09 0,0989
X? 17,53 1 17,53 5,56 0,0649
X2 63,25 1 63,25 20,07 0,0065 *
Ostatak 15,76 5 3,15

Nedostatak modela 15,11 3 5,04 15,55 0,0610
Pogreska 0,6477 2 0,3238

R? 0,98

SS — suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df — stupnjevi slobode; MS — varijanca; F — ANOVA
koeficijent; p — p vrijednost; R? — koeficijent multiple determinacije; *utjecaj faktora je statisti¢ki znacajan uz p < 0,05

Za slucaj ispitivanog procesa inkapsulacije ekstrakta tropa grozda bogatog fenolima kvadratni
polinom prikazan je jednadZbom (4.1) koja sadrZzi samo statistiCki znaCajne regresijske

koeficijente modela (p < 0,05) budu¢i da samo oni utjecu na odzivnu funkciju odnosno na EEjG:

Yeg,, = 40,54 + 0,74X; + 26,06X, — 0,77X5 + 0,01X3 — 0,09X,X; @.1)

gdje su:

Y, — modelom predvidena ucinkovitost inkapsulacije (%),
X, — ispitivani maseni udio NA (%, w/v),

X, — ispitivana koncentracija CaCl, (M) 1

X3 — ispitivano vrijeme umreZavanja (min).
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Pozitivan predznak regresijskog koeficijenta ukazuje na to da se s poveéavanjem vrijednosti
procesnog parametra povecava i vrijednost odzivne varijable dok negativan predznak ukazuje
na to da se s povecavanjem vrijednosti procesnog parametra smanjuje vrijednost odzivne
varijable. S obzirom na navedeno, iz jednadzbe (4.1) i Tablice 4.6 vidljivo je da su na EEjc
fenolnih tvari iz ekstrakta tropa grozda imali utjecaj sva tri ispitivana procesna parametra.
Maseni udio NA i koncentracija CaCl, imali su statisticki znacajan utjecaj kao linearni ¢lanovi
dok je vrijeme umrezavanja imalo najveci utjecaj na EE;c budu¢i da je dokazan statisticki
znacCajan utjecaj ovog parametra kao linearnog ¢lana, kvadratnog ¢lana te njegove interakcije s

masenim udjelom NA.

4,5

3 X, (% wiv)

30 20 10 1,5
X; (min)

0 40

Slika 4.3 Trodimenzionalni dijagram odzivne povrSine za u¢inkovitost inkapsulacije (Ygg,.) u

ovisnosti o0 masenom udjelu natrij alginata (X;) i vremenu umrezavanja (X3) pri konstantnoj
koncentraciji kalcij klorida od 0,15 M

Vizualni prikaz parametara koji znacajno utjecu na EE1G fenolnih tvari dan je 3D dijagramom
odzivne povrSine (Slika 4.3) gdje odzivna povrSina predstavlja modelom predvidenu EFEi
ukupnih fenolnih tvari za ispitane kombinacije parametara. [z dijagrama je vidljivo da porastom
masenog udjela NA i smanjenjem vremena umrezavanja raste ucinkovitost inkapsulacije. lako
povecanje masenog udjela NA rezultira veCom ucinkovitoS¢u inkapsulacije zbog boljeg
umrezavanja polimernih lanaca, njegova previsoka koncentracija dovodi do znaajnog
povecanja viskoznosti, §to otezava rukovanje i proces inkapsulacije (Colin 1 sur., 2024). Stoga
je dalje koriStena niZa koncentracija NA (3 %) kako bi se osigurala stabilnost provedbe procesa

inkapsulacije.
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U cilju odredivanja optimalnih parametara za postizanje maksimalne EE;c unutar ispitivanih
parametara provedena je numeri¢ka optimizacija procesa s pomocu programa Design Expert
12. Pri tome je dobiveno vise mogucih rjeSenja odnosno kombinacija ispitivanih varijabli,
medutim kao najbolje rjeSenje odabrani su oni procesni uvjeti kod kojih je ,,poZeljnost* kao
kriterij za optimalno provodenje procesa, bio najblize vrijednosti 1. Optimalno podrucje uvjeta
inkapsulacije prikazano je graficki jednim konturnim dijagramom za odzivnu funkciju odnosno
za EFE1c (Slika 4.4). Odredeni optimalni uvjeti za inkapsulaciju fenolnih spojeva iz CS ekstrakta
uz pozeljnost 0,85 su: 3 % (w/v) NA, 0,25 M CaCl; i vrijeme umrezavanja 10 minuta. Ovi
uvjeti su dalje koristeni u doktorskom radu za sve ostale eksperimente koji su provodeni na

uredaju za inkapsulaciju Biichi B-390.
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Slika 4.4 Optimalno podrucje (narancasto obojeno) ispitivanih procesnih uvjeta inkapsulacije
(maseni udio natrij alginata: 3 % (w/v), vrijeme umrezavanja 10 minuta pri konstantnoj
koncentraciji kalcij klorida: 0,25 M) za dobivanje maksimalne EE; ekstrakta CS bogatog fenolnim
spojevima

4.4.2. Karakterizacija inkapsulata dobivenih ionskim geliranjem — utjecaj
omotaca i metode suSenja hidrogelova

Pri utvrdenim optimalnim uvjetima inkapsulacije CS ekstrakta provedena je inkapsulacija

ionskim geliranjem pomocu 12 omotaca (natrij alginat 1 njegove kombinacije s

maltodekstrinima, gumama arabika i tragacanth, zelatinom te kitozanom), koji su zajedno s

njihovim koncentracijama navedeni u Tablicama 3.7 i 3.8, na uredaju za inkapsulaciju Biichi

B-390 pri ¢emu su dobiveni inkapsulati u obliku hidrogelova. Hidrogelovi su podvrgnuti
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fizikalno-kemijskoj i funkcionalnoj karakterizaciji pri ¢emu je analizirana EE1G, geometrijski
parametri (veli¢ina i oblik) i tekstura. Buduéi da hidrogelovi vezu vodu koja se s vremenom
otpusta, oni Cesto nisu dugo stabilni i1 skloni su kvarenju §to ograni¢ava njihovu daljnju
primjenu u tom obliku. Zbog toga su ispitane tri metode suSenja kao nacini stabilizacije
hidrogelova ukljucuju¢i susenje na zraku, suSenje pod vakuumom i suSenje zamrzavanjem
(liofilizacija) pri ¢emu su dobiveni stabilniji suhi inkapsulati. Suhi inkapsulati su takoder
okarakterizirani s obzirom na fizikalno-kemijska svojstva kao i hidrogelovi, ali je kod njih
dodatno ispitana morfologija SEM analizom 1 funkcionalno svojstvo inkapsulata odnosno profil
in vitro otpustanja fenolnih spojeva iz inkapsulata tijekom simulirane probave bez enzima.
Temeljem dobivenih rezultata procijenjen je utjecaj koriStenih omotaca i metode suSenja

hidrogelova na ispitivana svojstva inkapsulata.

4.4.2.1. Ucinkovitost inkapsulacije ionskim geliranjem — utjecaj omotaca

Cilj ovog dijela istrazivanja bio je utvrditi utjecaj omotaca za inkapsulaciju na EEic. Rezultati
za EEjc ekstrakata CS dobiveni uz primjenu 12 razli¢itih omotaca baziranih na omota¢u NA
dobiveni su izraCunavanjem prema izrazu (3.26), a prikazani su na Slici 4.5. Upotrebom samo
NAjc kao omotaca ostvarena je najniza vrijednost EEig od 36,54 %. Kada su maltodekstrini
kombinirani s NAig, EEG se statisticki znacajno povecala (ANOVA 1 Duncanov test, p < 0,05)
te je iznosila 44,00 % kada je koriSten maltodekstrin s nizim dekstroznim ekvivalentom
(NA-MDlIi6) 1 42,86 % kada je upotrjebljen maltodekstrin s viSim dekstroznim ekvivalentom
(NA-MDhig). Medutim, rezultati EEic dobiveni koriStenjem ova dva maltodekstrina nisu se
statisticki znacajno razlikovali, 1ako je postignut nesto bolji rezultat s maltodekstrinom nizeg
dekstroznog ekvivalenta. NiZi dekstrozni ekvivalent ukazuje na manji stupanj hidrolize Skroba
1 ve¢e molekule koje stvaraju pogodni sustav za inkapsulaciju fenolnih spojeva (Laine 1 sur.,

2008).
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Slika 4.5 Ucinkovitost inkapsulacije ionskim geliranjem (EE, %) CS ekstrakta pomocu razli¢itih
omotaca (NAjg — natrijev alginat i kombinacije NA sa: maltodekstrinom (dekstroznog ekvivalenta 4
—7) — NA-MDIjg, maltodekstrinom (dekstroznog ekvivalenta 16,5 — 19,5) — NA-MDhjg, gumom
tragacanth — NA-GTig, gumom arabikom — NA-GAg, zelatinom — NA-ZELjg, s kitozanom (KZ)
otopljenim u otopini za umreZavanje u razliCitim koncentracijama: NA/1,5KZc — 1,5 % (w/v),
NA/1,0KZ;ic — 1,0 % (w/v), NA/0,5KZig — 0,5 % (w/v) te s KZ kada su alginatni hidrogelovi
uranjani u KZ otopine razlicitih koncentracija: NA(1,5KZ)ig — 1,5 % (w/v), NA(1,0KZ)ic — 1,0 %
(w/v), NA(0,5KZ)i6 — 0,5 % (w/v)). RazliCita abecedna slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku
u EEjc prema jednosmjernom ANOVA testu i Duncanovom post-hoc testu, p < 0,05)

Upotreba kombinacije NAig s gumom tragacanth (NA-GTig) 1 gumom arabikom (NA-GAIG)
pridonijela je daljnjem znac¢ajnom poboljSanju EEiG, postiZzuéi vrijednosti od 48,54 % odnosno
52,62 %. Kada se koristi kombinacija omotaca za inkapsulaciju od velike su vaznosti
koncentracija 1 omjer kombiniranih omotaca. Na primjer, Apoorva i sur. (2020) istrazivali su
utjecaj razlic¢itih omjera (100 : 0; 67 : 33; 50 : 50; 33 : 67) 2 % (W/v) NA 12 % (w/v) GT na EE
fenolnih spojeva ekstrahiranih iz biljke roda Basella koriste¢i metodu ionskog geliranja.
Dobivene vrijednosti EE iznosile su izmedu 70 — 82 %, pri ¢emu je povecanje udjela alginata
rezultiralo proporcionalnim povecanjem EE. Nadalje, EEc postignuta pomoc¢u kombinacije
omotaca NA-GAiG u ovom doktorskom radu usporediva je s drugim objavljenim rezultatima u
dostupnoj literaturi. Primjerice, Li 1 sur. (2021) inkapsulirali su fenolne spojeve caja uz
upotrebu 2 % NA 12 % GA u omjeru 80 : 20 te su postigli EE od 48,56 %. Osim koncentracije
omotaca 1 struktura omotaca ima vaznu ulogu u procesu inkapsulacije. Primjerice, GT pretezito
sadrZzi razgranate polisaharide u svojoj strukturi, dok je GA kompleksna mjeSavina polisaharida,
glikoproteina i drugih spojeva s visoko razgranatom strukturom (Dos Santos i Grenha, 2015).
Struktura GA, zajedno s njezinim funkcionalnim skupinama, poti¢e povoljne interakcije s

fenolnim spojevima (Mateus i sur., 2004) 1 zadrzava ih u strukturi hidrogelova. Slicne
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interakcije s fenolnim spojevima stvaraju i proteini kao $to je zelatina kroz razliCite vrste veza,
ukljucujuéi vodikove veze, elektrostatske i hidrofobne interakcije (Shahidi i Dissanayaka,
2023a), Sto znatno poboljsava EE. Kao §to je prikazano na Slici 4.5, dodatak Zelatine natrijevom
alginatu (NA-ZELig) rezultirao je zna¢ajnim poveéanjem EEic dostizuéi vrijednost od 69,27

%.

Kada se kitozan (KZ) koristio u kombinaciji s NA, otapao se u otopini za umrezavanje (CaCly)
u tri razli¢ite koncentracije (1,5 % (w/v) — NA/1,5KZiG; 1,0 % (w/v) — NA/1,0KZic 1 0,5 %
(w/v) — NA/0,5KZiG), a dobiveni EEiG iznosio je od 64,82 % do 73,88 %. Medu ovim
kombinacijama omota¢a najveéa EEic je postignuta primjenom kombinacije omotaca
NA/1,0KZ;ic. Kada se KZ koristi na ovaj nadin za inkapsulaciju odnosno mijeSanjem s
otopinom za umrezavanje, omogucuje se njegova trenutacna integracija i dobra distribucija u
strukturi hidrogela. Uranjanjem alginatnih hidrogelova u otopine KZ razli¢itih koncentracija
(1,5 % (w/v) — NA(1,5KZ)i6; 1,0 % (w/v) — NA(1,0KZ)i6 1 0,5 % (w/v) — NA(0,5KZ)16),
dobivene su nize vrijednosti za EEiG (48,04 % — 57,53 %) u usporedbi s prethodno opisanim
nacinom upotrebe KZ. Kada je koncentracija KZ u otopini visoka, kitozan ima sklonost
taloZenju, Sto moze uzrokovati smanjenje ucinkovitosti inkapsulacije (Takka 1 Gtirel, 2010).
Opcenito, KZ kao omota¢ ima pozitivan naboj zbog prisutnosti amino skupina, dok fenolni
spojevi Cesto imaju negativan naboj pri ¢emu ova elektrostatska privla¢nost doprinosi

poboljsanju EE (Moschona i Liakopoulou-Kyriakides, 2018).

4.4.2.2. Veli¢ina, oblik i morfologija inkapsulata dobivenih ionskim geliranjem —
utjecaj omotaca i metode susSenja hidrogelova

Analizom rezultata parametara veli¢ine (povrSina, opseg, maksimalni i minimalni Feret) 1
oblika (kruznost, zaobljenost, ujednacenost povrsine), koji su prikazani u Tablicama 4.7 —
4.13, utvrdeno je da su koriSteni omotaci imali statisti¢ki znacajan utjecaj (ANOVA, Duncanov

post-hoc test, p < 0,05) na ispitivane parametre veli¢ine i oblika hidrogelova.

Ako se promatraju iskljucivo hidrogelovi, primjetno je da su koriStenjem samo jednog omotaca,
tj. NAjg, dobiveni hidrogelovi s najmanjom povrsinom (11,84 mm?), opsegom (13,21 mm) te
najmanjim vrijednostima za maksimalni Feret (4,24 mm) i minimalni Feret (3,65 mm) koje
odgovaraju duljini 1 Sirini hidrogelova (Tablice 4.7 — 4.10). Dodavanje dodatnog omotaca natrij
alginatu rezultiralo je povecanjem ovih vrijednosti za dobivene hidrogelove. Najvece

vrijednosti izmjerene su za NA/1,5KZi hidrogelove &ija je povriina iznosila 19,32 mm?
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(Tablica 4.7), opseg 17,91 mm (Tablica 4.8), maksimalan Feret 6,65 mm (Tablica 4.9) i

minimalni Feret 3,89 mm (Tablica 4.10).

Tablica 4.7 PovrSina CS hidrogelova dobivenih ionskim geliranjem primjenom razlicitih omotaca i
suhih CS inkapsulata dobivenih susenjem hidrogelova

Suhi inkapsulati
5 Hidrogelovi * Susenje na Susenje pod Susenje
Omotac zraku © vakuumom © zamrzavanjem B
Povrsina (mm?)
NAic 11,84 +0,77 F 1,91+0,22° 2,11 £0,24 ¢ 450+ 1,15°F
NA-MDIg 13,25+ 1,00° 2,19+£0,32° 2,68+0,39° 6,60+ 0,95°¢
NA-MDhg 13,08 £0,98 ¢ 2,04 £0,26 % 2,46 +0,30 6,17+x1,12°¢
NA-GTic 13,31+ 1,16° 2,16+0,31% 1,92+0,20 F 6,35+1,10°¢
NA-GAic 14,61 +0,90¢  226+0,20" 2,34+0,20¢ 10,12+ 0,78 ¢
NA-ZELic 16,56 £ 1,06 € 2,87+0,23¢ 3,36 £0,43 2 10,26 £ 0,80 *
NA/1,5KZ¢ 19,32+1,90¢ 2,27 £ 0,46 2,51£0,48° 10,54 £1,97*
NA/1,0KZ;¢ 17,46 +1,52° 2,14 +£0,24 < 2,38+0,32 8,45+ 1,39
NA/0,5KZ¢ 17,78 £1,32° 2,36+035° 233+035¢ 8,88 +1,17°
NA(1,5KZ)ic 14,66 + 0,87 ¢ 1,59+0,18F 1,890 +0,26 F 8,16 1,47
NA(1,0KZ)ic 13,09 £ 0,82 ¢ 1,43 +0,11¢ 1,66 £0,17¢ 622 +1,11°¢
NA(0,5KZ)ic 13,24 £ 0,66 °© 1,56 £ 0,25 ¢ 1,57+0,18¢ 7,71 +1,43 ¢

NAic — natrijev alginat, kombinacije natrij alginata sa: maltodekstrinom dekstroznog ekvivalenta 4 — 7 — NA-MDlig;
maltodekstrinom dekstroznog ekvivalenta 16,5 — 19,5 — NA-MDhig; gumom tragacanth — NA-GTic; gumom arabikom — NA-
GAig; Zelatinom — NA-ZELig; s kitozanom (KZ) otopljenim u otopini za umreZavanje u razli¢itim koncentracijama:
NA/1,5KZic — 1,5 % (w/v), NA/1,0KZic — 1,0 % (w/v), NA/0,5KZic — 0,5 % (w/v) te s KZ kada su alginatni hidrogelovi
uranjani u otopinu KZ razlicitih koncentracija: NA(1,5KZ)i6 — 1,5 % (w/v), NA(1,0KZ)i6 — 1,0 % (w/v), NA(0,5KZ)i6 - 0,5
% (w/v)). Razli¢ita mala slova u istom stupcu (a, b, c, ...) predstavljaju znacajne razlike izmedu koristenih omotaca, dok velika
slova u eksponentu (A, B, C) predstavljaju znacajne razlike izmedu hidrogelova i inkapsulata bez obzira na koristeni omotac(e)
(ANOVA jednosmjerni test, Duncanov post-hoc test, p < 0,05).

Tablica 4.8 Opseg CS hidrogelova dobivenih ionskim geliranjem primjenom razli¢itih omotaca i
suhih CS inkapsulata dobivenih susenjem hidrogelova

Suhi inkapsulati
. Hidrogelovi * SuSenje na zraku SuSenje pod Su$enje
Omotac D vakuumom © zamrzavanjem ®
Opseg (mm)
NAic 13,21 £0,51" 521+£0,30° 5,57+0,34 ¢ 8,57+0,84 "
NA-MDIi¢ 14,13 £ 0,78 <f 5,59 £0,40 % 6,58 £0,82 ¢ 10,32 +0,88 °
NA-MDhg 13,71 £ 0,54 5,42 +0,36 < 6,01 £0,39 °f 10,27 +1,35°
NA-GTi¢ 14,03 £ 0,82 5,82 £0,57 < 5,20 £0,27 M 10,17 +0,88 ©
NA-GAig 14,50 £ 0,46 % 5,70 £ 0,30 < 5,92+0,30° 13,46 £ 1,08 °
NA-ZELc 16,09+ 1,15°¢ 6,56 £ 0,652 7,29+0,45% 13,45+0,72°
NA/1,5KZ;¢ 17,91 +£1,04° 6,20 +0,55° 6,85+0,77° 14,56 + 1,94 ®
NA/1,0KZ¢ 16,74 £1,25° 5,87+0,36° 6,49 + 0,55 « 12,28+1,30°
NA/0,5KZc 16,57 +0,97° 6,42 £0,98 6,25+ 0,81 % 1291 +1,53°
NA(1,5KZ)¢ 14,61 +0,55 ¢ 4,80+0,28¢ 5,28+0,32" 11,63 +1,14 ¢
NA(1,0KZ)c 13,65+0,44¢ 4,56+0,23¢ 49840317 10,20 + 0,96 ©
NA(0,5KZ)c 13,78 £ 0,69 4,70+ 0,34 ¢ 4,49 + 0,29 11,24 +£1,05 ¢

Razli¢ita mala slova u istom stupcu (a, b, c, ...) predstavljaju znacajne razlike izmedu koriStenih omotaca, dok velika slova u
eksponentu (A, B, C, D) predstavljaju znacajne razlike izmedu hidrogelova i suhih inkapsulata bez obzira na koriSteni
omotaé(e) (ANOVA jednosmjerni test, Duncanov test, p < 0,05).

120



Martinovic J. Inkapsulacija ekstrakata tropa grozda...

4. REZULTATI I RASPRAVA

Tablica 4.9 Maksimalni Feret, odnosno duljina CS hidrogelova dobivenih ionskim geliranjem
primjenom razli¢itih omotaca i suhih CS inkapsulata dobivenih susenjem hidrogelova

Suhi inkapsulati
. Hidrogelovi * Su$enje na Su$enje pod SuSenje
Omota¢ zraku vakuumom € zamrzavanjem B
Feretviax (mm)
NAic 424 +0,19¢8 1,72+0,09 1,85+£0,14F 2,84 +0,26 ¢
NA-MDIig 4,46 0,24 < 1,82 £0,14 % 2,09+0,15¢ 3,30£0,28 ¢
NA-MDhg 434+0,20 1,78 £0,12 <f 1,97+0,12¢ 3,28 +0,35¢
NA-GTi¢ 4,41+0,26 1,93 +£0,15°¢ 1,70 £ 0,09 ¢t 3,30 £0,28 ¢
NA-GAic 4,62+0,15°¢ 1,88 £0,09 1,96 £0,11° 4,124+0,28°
NA-ZELc 4,99 + 0,394 2,11+0,13° 2,40+0,13° 4,11+£0,33°
NA/1,5KZ¢ 6,65 +£0,59* 2,35+0,22* 2,57+£0,34* 5,06 £0,66 *
NA/1,0KZ;¢ 5,94 +0,78 ° 2,13+£0,20° 2,36 +0,27° 4,01+0,47°
NA/0,5KZ¢ 5,55+0,58°¢ 2,19+£0,32° 2,22+0,37°¢ 422+0,71°
NA(1,5KZ)i¢ 4,63+£0,18°¢ 1,61 £0,07 ¢ 1,78 £0,13 @ 3,70+ 0,33 ¢
NA(1,0KZ)c 437+0,13 1,51+0,07" 1,65+0,10 ™ 3,41+£0,26¢
NA(0,5KZ)¢ 437+0,15 "% 1,56 £0,11 ¢ 1,59 +0,08 ' 3,68+0,35°

Razli¢ita mala slova u istom stupcu (a, b, c, ...) predstavljaju znacajne razlike izmedu koriStenih omotaca, dok velika slova u
eksponentu (A, B, C, D) predstavljaju znacajne razlike izmedu hidrogelova i suhih inkapsulata bez obzira na koriSteni

omotac(e) (ANOVA jednosmjerni test, Duncanov test, p < 0,05)

Tablica 4.10 Minimalni Feret, odnosno Sirina CS hidrogelova dobivenih ionskim geliranjem
primjenom razli¢itih omotaca i suhih CS inkapsulata dobivenih susenjem hidrogelova

Suhi inkapsulati

Hidrogelovi * SuSenje na zraku Susenje pod SuSenje

Omota¢ 'Y vakuumom © zamrzavanjem ®
Feretyn (mm)

NAic 3,65+0,18°¢ 1,48 +£0,13 ¢ 1,54 +0,12¢ 2,17+£0,30°¢

NA-MDI,¢ 3,88 £0,24 ¢ 1,58 £ 0,13 % 1,72+0,17° 2,67 +0,23

NA-MDhg 3,91+0,221¢ 1,52+0,11¢ 1,67 +0,13 b 2,57+0,284
NA-GTic 3,91+0,21¢ 1,52 +0,15 < 1,48 £0,08 % 2,61+£0,284
NA-GAic 4,11+0,19° 1,61 +0,09° 1,63 +0,10°¢ 3,34+0,22 ¢
NA-ZELig 4,39+0,16* 1,81 £0,10¢ 1,89+0,22 2 3,38+0,19°
NA/1,5KZc 3,89 +0,33 ¢ 1,31£0,20F 1,34+0,19F 2,99+0,39°
NA/1,0KZ;¢ 4,04 +0,25 b 1,41 £0,16 ¢ 1,43 +£0,17 ¢ 2,98+0,30°
NA/0,5KZc 4,32 +£0,29¢ 1,54 +£0,16 > 1,49 +£0,17 % 2,98+0,30°
NA(1,5KZ)¢ 413+0,22° 1,33+0,09F 1,44 £ 0,13 ¢ 2,99+0,29°
NA(1,0KZ) 3,88 +0,17 ¢ 1,27+0,07 1,36 +0,10 ° 2,52+0,34¢
NA(0,5KZ)1¢ 3,93+0,16 1,34+0,11°F 1,32+0,11°F 2,82+0,34°¢

Razli¢ita mala slova u istom stupcu (a, b, c, ...) predstavljaju znacajne razlike izmedu koristenih omotaca, dok velika slova u
eksponentu (A, B, C, D) predstavljaju znacajne razlike izmedu hidrogelova i suhih inkapsulata bez obzira na koriSteni
omotac(e) (ANOVA jednosmjerni test, Duncanov test, p <0,05)

U slu¢aju suhih inkapsulata, koriSteni omotac¢i 1 metoda susSenja utjecali su na promatrane
geometrijske parametre pojedinacno ili u interakciji buduéi da je svaka metoda susenja u
kombinaciji s pojedinacnim omota¢ima imala razli¢it utjecaj na veli¢inu 1 oblik suhih

inkapsulata.
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Proces susenja uzrokovao je uklanjanje odredene koli¢ine vlage iz hidrogelova, §to je znacajno
smanjilo veli¢inu suhih inkapsulata. U usporedbi s hidrogelovima, najmanje promjene u
parametrima veli¢ine suhih inkapsulata vidljive su nakon suSenja zamrzavanjem, dok su
najvece promjene zabiljezene kod inkapsulata susenih na zraku. Konkretno, smanjenje povrsine
inkapsulata nakon suSenja zamrzavanjem u odnosu na hidrogelove kretalo se od 31 % (NA-
GAiG) do 62 % (NAig), Sto je bilo statisticki manje znacajno (p < 0,05) u usporedbi sa
smanjenjem povrsine zabiljeZene nakon susenja pod vakuumom, koje se kretalo od 80 % (NA-
MDlig, NA-ZELc) do 88 % (NA(0,5KZ)i te nakon susenja na zraku gdje se smanjenje kretalo
od 83 % (NA-MDlig, NA-ZELiG) do 89 % (NA(1,5KZ)i6, NA(1,0KZ)ig) (Tablica 4.7). Sli¢an
trend uocen je u smanjenju opsega suhih inkapsulata u usporedbi s hidrogelovima (Tablica
4.8), gdje je najmanje smanjenje opsega uoc¢eno nakon susenja zamrzavanjem u rasponu od 7
% (NA-GAIG) do 35 % (NAic), dok je znacajnije smanjenje opsega zabiljeZeno nakon suSenja
pod vakuumom, u rasponu od 53 % (NA-MDlig) do 67 % (NA(0,5KZ)i6), a najvece smanjenje
u opsegu uoceno je kod inkapsulata dobivenih susenjem na zraku u rasponu od 59 % (NA-
GTig) do 67 % (NA(1,5KZ)ig, NA(1,0KZ)i6). Vrijednosti maksimalnog Fereta, odnosno
duljine suhih inkapsulata prikazane u Tablici 4.9 ukazuju da su najvece vrijednosti zabiljezene
kod suhih NA/1,5KZ;; inkapsulata, bez obzira na koriStenu metodu suSenja. Nadalje, suhi
inkapsulati NA-ZELc su pokazivali najmanje vrijednosti za minimalni Feret za sve metode

suSenja (Tablica 4.10).

Kao §to je ve¢ navedeno, metoda suSenja i koriSteni omotac(i), kao i njihove medusobne
interakcije, imali su statisti¢ki znacajan (p < 0,05) utjecaj na parametre oblika — kruznost,
zaobljenost 1 ujednacenost povrSine suhih inkapsulata (Tablice 4.11 — 4.13), dok je koriSteni

omota¢ utjecao na navedene parametre oblika kod hidrogelova.

Tablica 4.11 prikazuje rezultate kruZznosti hidrogelova i1 suhih inkapsulata. Kruznost je mjera
kojom se oblik analizirane Cestice usporeduje sa savrSenim krugom, a vrijednosti se kre¢u u
rasponu od 0 do 1. Sto su vrijednosti blize 1, analizirana &estica je sli¢nija savr§enom krugu
(Ferreira 1 Rasband, 2012). Hidrogelovi i1 inkapsulati suSeni na zraku imali su najmanje
odstupanje od pravilnog oblika kruga, s vrijednostima kruznosti u rasponu od 0,76
(NA/1,5KZig) do 0,88 (NA(1,0KZ)16, NA(0,5KZ)16) za hidrogelove, a od 0,74 (NA/1,5KZg,
NA/0,5KZic) do 0,89 (NA(0,5KZi)) za inkapsulate suSene na zraku. SuSenje pod vakuumom,
dalo je inkapsulate s niZim vrijednostima kruZnosti (0,68 — 0,89), dok su inkapsulati suSeni
zamrzavanjem imali najvece odstupanje od savrSenog oblika kruga s vrijednostima kruznosti u

rasponu od 0,63 (NA/1,5KZic) do 0,78 (NA-MDlIc).
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Tablica 4.11 Kruznost CS hidrogelova dobivenih ionskim geliranjem primjenom razlic¢itih omotaca i
suhih CS inkapsulata dobivenih susenjem hidrogelova

Suhi inkapsulati
. Hidrogelovi * SuSenje na SuSenje pod SuSenje
Omotal zraku A vakuumom ® zamrzavanjem ©
KruZnost (-)

NAic 0,85+ 0,04 > 0,88 £0,04* 0,85 £ 0,05 ® 0,76 £0,07
NA-MDlig 0,84 + 0,06 < 0,88 £0,04* 0,79 +0,11° 0,78 £ 0,06 *
NA-MDhg 0,87 £ 0,02 @ 0,87 £0,05% 0,86 + 0,04 @ 0,74 £ 0,12 #°
NA-GTic 0,85+ 0,05 0,81 +£0,07° 0,89 £0,02* 0,77 +£0,07*
NA-GAic 0,87 £ 0,02 ® 0,87£0,04* 0,84 +0,05° 0,71 £ 0,08 <
NA-ZELig 0,81 +0,07 ¢f 0,85+£0,10* 0,79 £0,06 © 0,72 £ 0,06 >«
NA/1,5KZ;¢ 0,76 £ 0,04 ¢ 0,74 £0,07 © 0,68 £0,09 © 0,63+0,11°
NA/1,0KZ¢ 0,79 £0,07 0,78 £ 0,06 ° 0,71+£0,10¢ 0,71 £ 0,08 <
NA/0,5KZ;¢ 0,82 + 0,06 0,74+0,12 ¢ 0,76 £0,10¢ 0,68 £0,10 ¢
NA(1,5KZ)c 0,86 + 0,03 @ 0,87 £0,05% 0,85 + 0,05 0,76 + 0,06
NA(1,0KZ)c 0,88+0,01* 0,87 £0,06* 0,85+0,06° 0,75 + 0,07 @
NA(0,5KZ)c 0,88 + 0,05 * 0,89£0,03* 0,86 + 0,03 0,76 £0,07*

Razli¢ita mala slova u istom stupcu (a, b, c, ...) predstavljaju znacajne razlike izmedu koriStenih omotaca, dok velika slova u
eksponentu (A, B, C) predstavljaju znacajne razlike izmedu hidrogelova i suhih inkapsulata bez obzira na koriSteni omotac(e)
(ANOVA jednosmjerni test, Duncanov test, p < 0,05)

Tablica 4.12 Zaobljenost CS hidrogelova dobivenih ionskim geliranjem primjenom razli¢itih omotaca
i suhih CS inkapsulata dobivenih susenjem hidrogelova

Suhi inkapsulati
. Hidrogelovi * SuSenje na Susenje pod Susenje
Omotal zraku ® vakuumom © zamrzavanjem ©
Zaobljenost (-)

NAic 0,89 £0,06* 0,88£0,08* 0,86 + 0,08 ® 0,79 £ 0,09 bed
NA-MDlIig 0,89 £0,052 0,89£0,07* 0,83 £ 0,08 > 0,84 £ 0,07
NA-MDhig 0,91£0,052 0,87 £0,06* 0,87 £0,07 ® 0,80 + 0,09 ¢
NA-GTic 0,90 £ 0,06 * 0,80 £ 0,08 ° 0,89 +£0,05* 0,81 £ 0,08 ¢
NA-GAig 0,91 £0,052 0,88+0,05% 0,86 +£0,07 0,83 +0,09
NA-ZELic 0,90 £ 0,06 * 0,87 £0,06* 0,80+0,11°¢ 0,85+0,08*
NA/1,5KZ¢ 0,59 + 0,09 ¢ 0,56 £0,09 © 0,52+0,12° 0,60 £0,11°
NA/1,0KZc 0,70 £0,11° 0,68 +£0,12 ¢ 0,62+0,12°¢ 0,79 £ 0,12 b«d
NA/0,5KZixc 0,81 +0,11° 0,74+0,13 ¢ 0,70 £ 0,16 ¢ 0,74 £0,14¢
NA(1,5KZ)¢ 0,92+0,05% 0,85+0,06* 0,83 £ 0,09 > 0,83 +£0,07
NA(1,0KZ)¢ 0,90 £0,04* 0,86 +0,07* 0,84 £ 0,09 2 0,76 + 0,12 <
NA(0,5KZ)¢ 0,91£0,042 0,88+0,06* 0,85 £ 0,08 @ 0,78 £ 0,10 >«

Razli¢ita mala slova u istom stupcu (a, b, c, ...) predstavljaju znacajne razlike izmedu koristenih omotaca, dok velika slova u
eksponentu (A, B, C) predstavljaju znacajne razlike izmedu hidrogelova i suhih inkapsulata bez obzira na koriSteni omotac(e)
(ANOVA jednosmjerni test, Duncanov test, p < 0,05)

Zakrivljenost rubova i kutova hidrogelova i suhih inkapsulata, definirana kao zaobljenost
prikazana je u Tablici 4.12. Za sve tri metode suSenja zabiljezeno je smanjenje zaobljenosti

suhih inkapsulata u usporedbi s hidrogelovima. Zaobljenost hidrogelova iznosila je izmedu 0,59

10,91 dok su nakon suSenja na zraku, vrijednosti zaobljenosti inkapsulata iznosili u rasponu od
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0,56 do 0,88. Najvece odstupanje u vrijednostima zaobljenosti u usporedbi s hidrogelovima

uoceno je kod inkapsulata suSenih pod vakuumom i zamrzavanjem, gdje su vrijednosti

zaobljenosti iznosile od 0,52 do 0,89.

Tablica 4.13 Ujednacenost povrsine CS hidrogelova dobivenih ionskim geliranjem primjenom razlicitih

omotaca i suhih CS inkapsulata dobivenih susenjem hidrogelova

. . Suhi inkapsulati
Hidrogelovi
. A SuSenje na SuSenje pod Susenje
Omotal zraku B vakuumom © zamrzavanjem ©
Ujednacenost povrsine (-)
NAic 0,98 £0,00®  0,96+0,01° 0,96 £ 0,01 ¢ 0,94 +0,03 >
NA-MDlIig 0,98 +0,01%  097+0,01° 0,95+ 0,03 < 0,96 £0,012
NA-MDhig 0,98+0,00*  0,96+0,02® 0,96 £ 0,01 ® 0,95 +0,03
NA-GTic 0,98+0,01*  0,95+0,02° 0,97 +0,01* 0,96 £ 0,02 *
NA-GAic 0,98+0,01° 0,97 +0,01* 0,95 +0,01 * 0,96 +£0,01*
NA-ZELc 0,97 £0,02 ¢ 0,96 £ 0,02 0,95 +£0,02 b 0,96 £0,01*
NA/1,5KZic | 0,97 +£0,01° 0,94+0,02°¢ 0,93+0,03°¢ 0,93 £0,03¢
NA/1,0KZic | 0,97 £0,02°¢ 0,95+0,01°¢ 0,92 +0,03°¢ 0,94 + 0,02 >
NA/0,5KZic | 0,98 £0,01°  0,93+0,04¢ 0,94 +£0,03¢ 0,94 + 0,03 >
NA(1,5KZ)ic | 0,98+0,01% 0,96 +0,02 ® 0,96 + 0,02 2> 0,96 £0,012
NA(1,0KZ)c | 0,98 £0,00® 0,96 0,01 0,96 £ 0,01 @ 0,95+0,01®
NA(0,5KZ)ic | 0,98+0,01* 0,96 +0,01 0,96 + 0,01 @ 0,96 £0,01*

Razli¢ita mala slova u istom stupcu (a, b, c, ...) predstavljaju znacajne razlike izmedu koriStenih omotaca, dok velika slova u
eksponentu (A, B, C) predstavljaju znacajne razlike izmedu hidrogelova i suhih inkapsulata bez obzira na koriSteni omotac(e)
(ANOVA jednosmjerni test, Duncanov test, p < 0,05)

Tablica 4.13 prikazuje parametar ujednacenosti povrsine ispitivanih uzoraka. Ujednacenost
povrsine je parametar oblika koji odrazava kompaktnost Cestice, a izrazava se u rasponu od 0
do 1, pri ¢emu 1 oznaava izrazito kompaktnu cCesticu (Ferreira 1 Rasband, 2012). Za
hidrogelove, ujednacenost povrsine kretala se izmedu 0,97 1 0,98. Medutim, nakon suSenja, te
vrijednosti su se smanjile, §to ukazuje na odstupanje od pravilnih oblika i prisutnosti Supljina u
uzorcima. Unato¢ tome, nakon susenja, vrijednosti ujednacenosti povrSine ostale su u rasponu
od 0,92 do 0,97, ali je dokazana statisticki znaCajna razlika (p < 0,05) u usporedbi s
hidrogelovima gdje su veca odstupanja od hidrogelova zabiljeZena kod inkapsulata suSenih pod
vakuumom i zamrzavanjem u odnosu na inkapsulate suSene na zraku. Kako se ujednacenost
povrSine odnosi isklju¢ivo na rubove i obrise analiziranih Cestica (u ovom slucaju na
hidrogelove i suhe inkapsulate) daljina istrazivanja morfologije suhih inkapsulata provedena su

pomoc¢u SEM-a.

S obzirom na sve utvrdene parametre oblika (Tablice 4.11 — 4.13), opéenito se moze zakljuciti

da je najnepravilniji oblik hidrogelova i suhih inkapsulata uocen upotrebom kombinacije
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omotaca NA-KZjg, ali kada je KZ dodan u otopini za umrezavanje (CaClz). Nepravilnost

parametara oblika Cestica postajala je izrazenija kako se povecavala koncentracija kitozana.

Morfologija svih suhih CS inkapsulata istraZzena je SEM-om ¢ije su slike prikazane u Prilozima
(Slika P1.1), a u nastavku je prikazana morfologija reprezentativnih uzoraka inkapsulata: NA-
MDhjc (Slika 4.6), te NA/1,5KZic — NA/0,5KZic 1 NA(1,5KZ)i6 — NA(0,5KZ)i6 (Slike 4.7 i
4.8). Inkapsulati NA-MDhig dobiveni suSenjem na zraku imali su povrSinske brazde, pukotine
1 nabranu povr$inu (Slika 4.6 A), §to je u skladu s istraZzivanjem koje su proveli Saarai 1 sur.
(2013). Medutim, te znacajke su bile manje izrazene kod susenja pod vakuumom (Slika 4.6 B),
Sto se podudara s rezultatima istrazivanja drugih znanstvenika (Anbinder i sur., 2011; Keskin i
sur., 2019). U slucaju inkapsulata suSenih zamrzavanjem uocena su povrsinska udubljenja, Sto
je takoder u skladu s drugim literaturnim izvorima (Biswas 1 sur., 2015; Dadwal i sur., 2020)

(Slika 4.6 C).

Susenje na zraku Vakuum suSenje SuSenje zamrzavanjem

10.0kV 12.8mm x200 SE(M)

CS-NAMDhi

Slika 4.6 SEM slike CS-NA-MDhjc inkapsulata (A) suSenih na zraku, (B) suSenih pod vakuumom
i (C) susenih zamrzavanjem; sa povecanjem 200x i 3000x

Opcenito, suSenje na zraku Cesto rezultira neujednacenim susenjem cestice, Sto moze dovesti
do stvaranja pukotina, deformacija ili varijacija u veli¢ini i obliku Cestica. Navedene promjene
u strukturi ili geometrijskim parametrima mogu ograni¢iti daljnju primjenu inkapsulata

posebice kad se zahtjeva visoka ujednacenost inkapsulata. Hidrogelovi pokazuju sklonost
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skupljanju i deformacijama tijekom suSenja na zraku, budué¢i da voda postupno isparava,
pocevsi od vanjskih slojeva prema unutra (Xing i sur., 2012). SEM analiza suhih inkapsulata
dobivenih pomocu NA 1 KZ (otopljenog u otopini za umreZavanje odnosno u CaCly) pokazala
je da inkapsulati dobiveni suSenjem hidrogelova na zraku i pod vakuumom imaju deformiranu
strukturu, posebice NA/1,5KZi inkapsulati dobiveni susenjem hidrogelova na zraku. Nadalje
uocen je i elipsoidni oblik inkapsulata dobivenih suSenjem hidrogelova na zraku (NA/1,0KZig
1 NA/0,5KZ inkapsulati) te inkapsulata dobivenih vakuum suSenjem hidrogelova (NA/1,5KZi
1 NA/1,0KZiG inkapsulati) (Slike 4.7 A 1 B). Isto tako uoceno je da su inkapsulati dobiveni
nakon susenja hidrogelova na zraku i pod vakuumom jasno vidljivi na SEM slikama pri istom
povecanju i ljestvici veli¢ine, dok inkapsulati suSeni zamrzavanjem nisu (Slika 4.7 C). Ova
opazanja potvrduju uocene razlike u parametrima veli€ine, odnosno povrsine 1 opsega izmedu
suhih inkapsulata dobivenih razli¢itim metodama suSenja hidrogelova (Tablice 4.7 i 4.8).
Slican utjecaj metode suSenja na oblik, veli¢inu 1 morfologiju je je uocen i1 kod preostalih

inkapsulata §to se moze vidjeti u Prilogu 1, Slika P1.1.

Upotrebom NA 1 KZ koji je koriSten metodom naknadnog uranjanja proizvedeni su hidrogelovi
koji su nakon suSenja na zraku i pod vakuumom zadrzali okrugli oblik (Slike 4.8 A 1 B), ali
uocene su pukotine i nabrana povrsina pri ve¢im povecanjima Sto je vidljivo na Slici P1.1.
Inkapsulati dobiveni susenjem zamrzavanjem, demonstrirali su glatku povr§inu s minimalnim

naborima kako je prikazano na Slici 4.8 C.

SuSenje na zraku Vakuum suSenje SuSenje zamrzavanjem

CS-NA/1,5KZ;¢

CS-NA/1,0KZ¢
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CS-NA/0,5KZ;¢

C

Slika 4.7 SEM slike CS-NA/KZig inkapsulata (KZ otopljen u CaCl; u razli¢itim
koncentracijama) (A) susenih na zraku, (B) suSenih pod vakuumom i (C) susenih
zamrzavanjem; sa poveéanjem 50x

SusSenje na zraku Vakuum suSenje SuSenje zamrzavanjem

CS-NA(1,0KZ)¢ CS-NA(1,5KZ)i¢

CS-NA(0,5KZ)¢

B C

Slika 4.8 SEM slike CS-NA(KZ)is inkapsulata (KZ razlic¢itih koncentracija koristen
metodom naknadnog uranjanja) (A) susenih na zraku, (B) susenih pod vakuumom i (C)
suSenih zamrzavanjem; sa poveéanjem 50x i 25x

Zakljucno, rezultati pokazuju znacajan utjecaj nacina primjene KZ u kombinaciji s NA na
morfologiju 1 geometrijske karakteristike suhih inkapsulata. Inkapsulati dobiveni suSenjem
zamrzavanjem imali su bolje oCuvane geometrijske parametre i morfologiju, u usporedbi s
inkapsulatima dobivenim suSenjem hidrogelova na zraku 1 vakuum suSenjem, Sto se pripisuje

sporom sublimiranju vode iz zamrznutih Cestica tijekom suSenja zamrzavanjem (Balanc i sur.,
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2016; Sang i sur, 2023). Unato¢ zadrzavanju osnovnog obrisa i kontura, na povrsini inkapsulata
osusenih zamrzavanjem mogu pojaviti odredene povrSinske nesavrSenosti, kao Sto su
udubljenja (Xing i sur., 2012), Sto je vidljivo na SEM slikama prikazanim na Slici P1.1. Unato¢
tome, oc¢uvanje izvorne strukture omogucéuje ovim inkapsulatima susenim zamrzavanjem da

vjerno oponasaju karakteristike hidrogelova.

4.4.2.3. Tekstura inkapsulata dobivenih ionskim geliranjem — utjecaj omotaca i metode
suSenja hidrogelova

Tvrdoca kao odabrani parametar teksture je odredena za hidrogelove i za susene inkapsulate, a
dobiveni rezultati su prikazani u Tablici 4.14. Rezultati ukazuju na to da su razliciti omotaci i

metode susenja hidrogelova imali utjecaj na tvrdo¢u inkapsulata.

Tablica 4.14 Tvrdoc¢a CS hidrogelova dobivenih ionskim geliranjem primjenom razli¢itih omotaca i
suhih CS inkapsulata dobivenih susenjem hidrogelova

Inkapsulati
. Hidrogelovi © Susenje na Susenje pod Susen_]e.
Omota¢ zraku vakuumom B zamrzacvanj em
Tvrdoéa (N)
NAic 0,40 £ 0,07 @ 31,53 +£2,01® 30,76 + 4,55 3,40 £3,522
NA-MDlIi¢ 0,31 £0,09 ¢ 33,35+6,72%® 17,54+ 3,10 ¢ 2,02+ 1,36
NA-MDhig 0,44+0,16* 35,03 +4,35%® 27,90 + 4,97 2 0,93 +0,49°
NA-GTc 0,35 + 0,09 bede 31,78 £ 6,61 20,61 +5,74 ¢ 0,78 £0,29°
NA-GAig 0,32 0,03 ¢ 28,58 £4,85° 28,00 + 4,02 ¢ 1,22+0,43°
NA-ZELc 0,39 £ 0,10 abd 33,99 +4,28 @ 17,88 £4,52 ¢ 0,98 + 0,66 °
NA/1,5KZ¢ 0,36 + 0,07 abede 3791 +£3,51* 17,72+ 7,314 0,49 +0,17°
NA/1,0KZ¢ 0,30 £ 0,06 ¢ 28,12+10,61° 10,83 + 4,04 0,46 + 0,28 °
NA/0,5KZ¢ 0,39 + 0,08 2>« 27,50 +8,17° 10,27 + 6,00 © 0,48 +0,35°
NA(1,5KZ)c 0,29 £ 0,07 ¢ 38,51£0,99* 22,71+ 3,45 0,38+0,10°
NA(1,0KZ)c 0,34 + 0,08 bede 35,40 £9,05 24,37 + 6,37 b 1,06 £0,75°
NA(0,5KZ)c 0,41 £0,06 34,64 + 6,38 32,88+532°2 0,71 £0,18°

Razli¢ita mala slova u istom stupcu (a, b, c, ...) predstavljaju znacajne razlike izmedu koristenih omotaca, dok velika slova u
eksponentu (A, B, C) predstavljaju znacajne razlike izmedu hidrogelova i suhih inkapsulata bez obzira na koristeni omotac(e)
(ANOVA jednosmjerni test i Duncanov test, p <0,05)

U ovom radu, za hidrogelove NA-MDhjc izmjerena je najveca tvrdoca (0,44 N) no nije uocena
znacajna statisticka (ANOVA 1 Duncanov test, p < 0,05) razlika u tvrdo¢i za NA-MDhig u
odnosu na NAig, NA-ZELig, NA/1,5KZi6, NA/0,5KZi i NA(0,5KZ)i6 hidrogelove. Busi¢ i
sur. (2018) su u svojem istrazivanju inkapsulacije fenolnih spojeva maslacka pokazali da se
tvrdoc¢a hidrogelova povecavala u sluc¢aju primjene kombinacije NA s dodatnim omotafima

(izolati proteina, sirutke, kakao praha ili rogaca) u odnosu na Ciste alginatne hidrogelove.
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Nadalje, u pogledu utjecaja metode susenja hidrogelova na tvrdoc¢u suhih inkapsulata uo¢eno
je da je susenje na zraku i pod vakuumom imalo znacajni utjecaj nego susSenje zamrzavanjem
na povecanje tvrdoc¢e inkapsulata u odnosu na hidrogelove (Tablica 4.14). Tako su, bez obzira
na koriSteni omotac, inkapsulati dobiveni na zraku imali najvecu tvrdocu (28,58 — 38,51 N), a
potom ih slijede inkapsulati dobiveni vakuum susenjem (17,54 —32,88 N) te na kraju inkapsulati
dobiveni liofilizacijom (0,38 —3,40 N). Hidrogelovi imaju sposobnost zadrzavanja znatnih
kolic¢ina tekuc¢ine zbog svoje hidrofilnosti (Lin i Metters, 2006). Stoga, povecanje tvrdo¢e moze
biti povezano s procesom uklanjanja vode tijekom suSenja, Sto rezultira kompaktnijom
strukturom osusenih inkapsulata. Ta kompaktna struktura zahtijeva vecu silu za kompresiju, $to

ukazuje na povecanje tvrdoce suhih inkapsulata.

4.4.2.4. In vitro otpuStanje fenolnih spojeva iz suhih inkapsulata dobivenih ionskim
geliranjem - utjecaj omotaca i metode suSenja hidrogelova

Profil kumulativnog otpustanja UF-a iz CS inkapsulata dobivenih suSenjem hidrogelova na
zraku, pod vakuumom i zamrzavanjem, pripravljenih s 12 razli¢itth omotaca, odreden je
tijekom tri faze probave, odnosno OP, GP, i IP faze simulirane in vitro probave bez probavnih
enzima (Slika 4.9). Cilj je bio utvrditi najpozeljniji trend otpustanja fenolnih spojeva s obzirom
na koriStene omotae i metodu susSenja hidrogelova te odabrati one za daljinu pripremu
inkapsulata kod kojih ¢e otpustanje biti najvece u IP fazi kao potencijalnom mjestu apsorpcije

fenolnih spojeva.
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Slika 4.9 Kumulativno otpustanje UF-a iz CS inkapsulata (IN u indeksu mjerne jedinice) dobivenih
ionskim geliranjem (IG u indeksu) pomoc¢u razli¢itih omotaca te suSenjem hidrogelova na zraku,
pod vakuumom i zamrzavanjem. OP-oralna faza, GP-ZeluCana faza, [P-crijevna faza (broj u indeksu
— trajanje in vitro simulirane probave bez enzima)

Opcenito, unato€ razli¢itim metodama suSenja, primijecen je sli¢an trend povecanja otpuStanja
UF-a iz suhih inkapsulata tijekom tri faze probave odnosno od OP do IP. Medutim, najvece
kumulativno otpustanje UF-a u IP =zabiljezeno je iz inkapsulata dobivenih suSenjem
zamrzavanjem (23,65 — 43,27 mgcar/giN), potom onih dobivenih vakuum susenjem (23,51 —
35,41 mgcar/gi), dok je kod inkapsulata suSenih na zraku uocen najmanji maseni udio

otpustenih UF-a otpustanje UF (22,74 — 31,38 mgcar/gm).

SuSenje zamrzavanjem je Siroko koriStena metoda za ocuvanje fenolnih spojeva nakon ionskog
geliranja jer struktura inkapsulata ostaje oCuvana, a uklanjanjem ledenih kristala tijekom
procesa suSenja stvaraju se udubljenja koja povecavaju povrsinu i time poti¢u brzu difuziju
fenolnih spojeva u okolnu otopinu. Abdin i sur. (2021) dobili su sli¢ne rezultate, s vecim
otpuStanjem UF-a iz inkapsulata suSenith zamrzavanjem u usporedbi s onima suSenim pod
vakuumom. SuSenjem hidrogelova na zraku, inkapsulirani fenolni spojevi izloZeni su
promjenjivim okolnim uvjetima, primjerice vlazi, svjetlu i promjenama temperature, §to moze
dovesti do njihove razgradnje i posljedi¢no do nestabilnog i nepredvidljivog profila otpustanja
(Slika 4.9). Inkapsulati suSeni na zraku bili su najmanji (Tablice 4.7 — 4.10) 1 imali su najvecu
tvrdo¢u (Tablica 4.14). Njihova gusta struktura ometa prodiranje probavnih tekucina, Sto utjece
na slabije otpustanje fenolnih spojeva, sli¢no rezultatima koje su objavili (Guzman-Villanueva
1 sur., 2013). Osim toga, inkapsulati suSeni na zraku pokazali su najmanje odstupanje od
sfericnog oblika (Tablica 4.11 i1 4.12, Slika P1.1), Sto ukazuje da je kontaktna povrSina s
probavnim teku¢inama manja i rezultira niZzom koncentracijom otpustenih UF-a. SuSenje pod
vakuumom je njeZnije od susenja na zraku i ima povoljan u¢inak na stabilnost fenolnih spojeva

(Parikh, 2015), a prednost u odnosu na suSenje na zraku je kontrolirano susenje, Sto rezultira
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proizvodom ujednacenije kvalitete. U usporedbi s inkapsulatima suSenim na zraku, inkapsulati
suSeni pod vakuumom imali su nesto vece parametre veli¢ine (Tablice 4.7 — 4.10), vece
odstupanje od oblika kruga (Tablica 4.11 1 4.12) i manju tvrdoc¢u (Tablica 4.14) te slican profil

otpustanja, ali generalno gledajuci s nesto ve¢im udjelom otpusStenih UF-a (Slika 4.9).

Uoceno je da razliite vrste omotaca imaju razli¢ite u€inke na otpustanje fenolnih spojeva, pri
¢emu je najvisi kumulativni udio UF-a u IP odreden u slu¢aju koriStenja KZic otopljenog u
CaCly (40,78 — 43,27 mgcar/giN) (Slika 4.9 G — I). Slijede KZc inkapsulati, kada se KZig
koristio za uranjanje hidrogelova (35,47 — 36,86 mgcar/gmN) (Slika 4.9 J — L), zatim NA-GTic
(31,02 mgaar/gv) (Slika 4.9 D), NA-GA[G (29,77 mgaar/gi) (Slika 4.9 E), NA-ZELjG (28,05
mgcare/giN) (Slika 4.9 F), NAG (27,77 mgcae/giN) (Slika 4.9 A), NA-MDhig (24,50 mgcar/giN)
(Slika 4.9 C) i NA-MDIig (23,65 mgcae/giN) (Slika 4.9 B). Rezultati ukazuju na to da su
inkapsulati pripremljeni s NAjg, koji je najceS¢e koriSten kao omotac za inkapsulaciju
bioaktivnih tvari, pokazali nizi kumulativni udio otpustenih UF-a u IP-u u usporedbi s ve¢inom
ispitivanih omotaca gdje je NA kombiniran s drugim omotac¢ima, osim kada je kombiniran s
maltodekstrinima. Prema istrazivanju drugih autora (Busi¢ i sur., 2018; Essifi i sur., 2021).
dokazano je da NA inkapsulati imaju poroznu strukturu te da nisu dovoljno stabilni u kiselom
mediju Zeluca gdje vlada niski pH te zbog toga brze otpustaju inkapsulirane tvari. Ovaj fenomen
opravdava primjenu dodatnog omotaca s ciljem poboljSanja kontroliranog otpustanja fenolnih

spojeva i omogucavanja njihove ,,dostave™ u IP.

Udio otpustenih UF-a u svakoj od tri faze probave od ukupno otpustenih UF-a za ispitane
omotace prikazan je na Slici 4.10 A — C. Ovi podaci predstavljaju postotak otpusStanja UF-a u
svakoj fazi probave u odnosu na ukupni postotak otpusStenih UF tijekom 243-minutnog in vitro
otpustanja. Najpozeljniji profil otpustanja UF-a vidljiv je kod NA-ZELc inkapsulata kod koji
je ujedno 1 otpusten najveci udio UF-a (58,4 — 62,6 %) tijekom IP, dok je manji udio otpuStenih
UF-a uocen tijekom GP (24,0 — 29,4 %) 1 OP (9,9 — 17,5 %) (Slika 4.10 A — C), bez obzira na
koriStenu metodu susenja (Slika 4.9 F). To bi moglo biti povezano s ¢injenicom da ovi
inkapsulati bolje nabubre pri pH vrijednostima koje se nalaze u IP fazi, Sto omogucava manju

difuziju UF-a u GP i ve¢u u IP, §to su i dokazali drugi autori (Devi i Kakati, 2013).
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Slika 4.10 Udio otpustanih UF-a iz CS inkapsulata dobivenih ionskim geliranjem pomocu razli¢itih
omotaca za svaku gastrointestinalnu fazu: OP-oralnu fazu, GP-Zeluc¢anu fazu, IP-crijevnu fazu za
inkapsulate suSene na zraku (A), pod vakuumom (B) i zamrzavanjem (C)

Osim toga, slican postotak UF-a u IP se otpustio iz NA-GTic (22,0 — 37,4 %) i NA-GAc
inkapsulata (30,9 — 36,3 %). Njihovo bolje otpustanje UF-a u usporedbi s NAjg inkapsulatima
pri crijevnom pH moze se pripisati elektrostatiCkoj odbojnosti izmedu negativno nabijenih
karboksilnih skupina u natrijevom alginatu, gumama arabici i tragacanth, Sto poti¢e bolje
bubrenje inkapsulata i bolje otpustanje (Nayak i Pal, 2011; Apoorva 1 sur., 2020). Tsai i sur.
(2017) inkapsulirali su sok od nusproizvoda rotkvice te su takoder primijetili povecano
otpustanje fenolnih spojeva u IP iz NA-GA inkapsulata u usporedbi s NA inkapsulatima. Sli¢no
tome, Apoorva i sur. (2020) uocili su povecanje otpustanja fenolnih spojeva iz NA-GT

inkapsulata koji su sadrzavali ekstrakt Spinata roda Basella.

U slucaju primjene KZig kao omotaca, najmanje pozeljna dinamika otpusStanja UF-a bez obzira
na metodu susenja uocena je kod NA/1,0KZig 1 NA(1,0KZ)ic inkapsulata (Slika 4.10 A — C).
Slika 4.10 C cak prikazuje negativan postotak otpuStanja UF-a u IP za NA(1,0KZ)ic
inkapsulate (—2,6 %). S druge strane, s obzirom na to da je metoda suSenja zamrzavanjem

pokazala najbolju ucinkovitost u pogledu otpustanja UF-a za sve inkapsulate dobivene
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kombinacijom NAic i KZig (Slika 4.9 G — L), moze se zakljuciti da je medu svim ispitanim
inkapsulatima pripremljenim s KZig, najvisi postotak UF-a otpusten u IP-u iz NA(1,5KZ)ic
inkapsulata (15,3 %) (Slika 4.10 C). Slican zaklju¢ak postignut je i u istrazivanju (Dai 1 sur.,
2008) kada su proucavali uc¢inke ove dvije metode dodavanja kitozana na otpustanje nifedipina.
Primijetili su bolji profil otpuStanja nifedipina iz inkapsulata uronjenih u otopinu KZ (0,1 %
(w/v)) nego kada je KZ otopljen u otopini CaCl; $to pripisuju stvaranju razli¢ite jacine veza
izmedu karboksilnih skupina NA i amino skupina KZ u ovisnosti o na¢inu dodavanja KZ i pH.
Naime pri nizim vrijednostima pH kakve vladaju u GP fazi probave te veze bile su izrazenije
kada su alginatni hidrogelovi gelovi uranjani u otopinu KZ, a pove¢anjem pH (u IP fazi
probave) dolazilo je do slabljenja tih veza Sto pospjesuje bubrenje i bolje otpustanje aktivne
tvari. Kada se KZ dodaje u otopinu za umreZavanje i postaje dio mreze hidrogela, moze se
povezivati s fenolnim spojevima putem vodikovih veza 1 elektrostatickih interakcija
(Siripatrawan 1 Vitchayakitti, 2016). Medutim, buduéi da distribucija KZ u hidrogelovima
tijekom ionskog geliranja nije jednolika i moze dovesti do varijacija u brzini otpustanja,
potrebno bi bilo napraviti optimizaciju procesa inkapsulacije s tim omotacem kako bi se
postigao Zeljeni profil otpustanja. S druge strane, ako se hidrogelovi urone u otopinu kitozana,
primarna interakcija izmedu KZ 1 hidrogelova dogada se na povrSini, rezultirajué¢i nizom
koncentracijom KZ u unutrasnjosti hidrogelova (Kurozawa i Hubinger, 2017). Ovime je
omogucéeno produZeno otpustanje fenolnih spojeva iz unutrasnjosti inkapsulata i obicno se
dogada sporije zbog ograni¢enog prodiranja kitozana u dublje slojeve hidrogela (Deladino 1
sur., 2008; Anbinder i1 sur., 2011). Belscak-Cvtanovi¢ 1 sur. (2015a, 2015b) takoder su
primijetili sli¢cne rezultate, gdje je upotreba kitozana kao dodatnog omotaca produzila

otpustanje fenolnih spojeva iz alginatnih inkapsulata koji su sadrzavali ekstrakt zelenog caja.

Postotak otpustanja u I[P za NA-MDIg inkapsulate (14,3 — 18,3 %) i NA-MDhjg (10,2 — 20,4
%) bio je nizi nego kod NAjg inkapsulata (20,7 — 21,2 %), bez obzira na metodu suSenja (Slika
4.10 A — C). Moze se pretpostaviti da zbog veceg postotka otpustanja UF-a u OP iz NA-MDjg
(21,4 38,0 % za NA-MDlig 1 21,8 — 34,1 % za NA-MDhig) u usporedbi s NAjg inkapsulatima
(15,9 — 31,8 %), dolazi do smanjenja kumulativnog udjela otpustenih UF-a u IP-u (Slika 4.9 B
1 C). Iako rezultati ukazuju na sli¢an profil otpuStanja UF-a za oba testirana maltodekstrina,
opc¢enito MDh sadrzi viSe reduciraju¢ih Se¢ernih grupa, ¢ime se ubrzava otpustanje fenolnih
spojeva. MDh je skloniji stvaranju stabilnih kompleksa s fenolnim spojevima, ali formirani

hidrogelovi se brze razgraduju, Sto rezultira brzim otpuStanjem. Maltodekstrini pokazuju
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izvrsnu kemijsku stabilnost u Sirokom rasponu pH vrijednosti, ¢ine¢i ih prikladnim omotac¢ima

za razliCite prehrambene i farmaceutske primjene (Antigo i sur., 2017).

4.4.2.5. Opisivanje Kkinetike otpusStanja fenolnih spojeva iz suhih inkapsulata
matemati¢ckim modelima

Kinetika otpustanja fenolnih spojeva u ovom radu opisana je matematickim modelima (model
prvog reda, Hixson-Crowell model, Higuchi model i Korsmeyer-Peppas model) opisanim u
Tablici 3.13 pomocu kojih je na osnovi odredenih parametara modela moguce teoretski
predvidjeti proces otpusStanja fenolnih spojeva u ovisnosti o razli¢itim procesnim parametrima
(vrsti omotaca, te veli¢ini 1 obliku inkapsulata). Nadalje, iz parametara modela, moguce je
odrediti fizikalne parametre procesa, primjerice koeficijent difuzije aktivne tvari, te procijeniti
mehanizam prijenosa tvari (Siepmann i Peppas, 2012). Parametri modela koriStenih za
opisivanje kinetike otpustanja ukupnih fenolnih spojeva iz suhih CS inkapsulata i statisti¢ki
kriteriji za uspjeSnost aproksimacije eksperimentalnih podataka primijenjenim modelima
prikazani su u Tablicama 4.15 — 4.17, dok je graficki prikaz kinetike otpustanja fenolnih tvari

iz inkapsulata i aproksimacije podataka ispitanim matematickim modelima dan na Slici P1.2.
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Tablica 4.15 Procijenjeni parametri primijenjenih matematickih modela za opisivanje kinetike otpustanja UF-a (ki, ku, kuc, kxp — konstante
otpustanja za odgovarajuc¢i model; n — eksponent difuzije) iz CS inkapsulata pripremljenih ionskim geliranjem pomocu razlic¢itih omotaca (NAig,
NA-MDlig, NA-MDhjg, NA-GTig, NA-GAjG, NA-ZELig, NA/1,5KZig, NA/1,0KZi6, NA/0,5K Zi6, NA(1,5KZ)i6, NA(1,0KZ)i6 i NA(0,5KZ)i6) i
suSenjem na zraku te statisticki kriteriji uspje$nosti aproksimacije modela (R%q — prilagodeni koeficijent determinacije, AIC — Akaike
informacijski kriterij, MSC — kriterij odabira modela)

Konstante brzine otpuStanja i statisticki kriteriji uspjeSnosti aproksimacije modelom

Matemati¢ki modeli 2 £ ) g o 5 S $ 5 5 S
: 3 i & i 5 £ 2 3 2 = £
g - p z z z z z z
R2ui 0,883 0,800 0,870 0,937 0,940 0,871 0,927 0,956 0,938 0,947 0,907 0,847
Model AIC 122,424 128,485 107,839 98,383 96,895 103,793 94,204 94,455 98,334 96,720 118,643 117,176
prvog reda MSC 1,715 1,063 1,520 2,410 2,430 1,710 2,182 2,710 2,373 2,508 1,950 1,465
ki 0,026 0,028 0,025 0,013 0,013 0,007 0,027 0,027 0,019 0,020 0,027 0,020
Ry 0907 0,763 0873 0968 0974 0908 0899 0917 0958 0.937 0.902 0.928
Higuchi AIC 118,302 131,282 107,161 88,532 85,018 98,944 98,604 103,672 92,865 99,141 119,538 105,822
model MSC 1,972 0,888 1,569 3,113 3,279 2,057 1,844 2,052 2,764 2,335 1,894 2,222
ku 7,653 7,827 7,842 6,711 6,825 5,427 7,838 7,808 7,381 7,542 7,658 7,166
R2.q 0,817 0,677 0,804 0,934 0,922 0,849 0,898 0,935 0,915 0,907 0,850 0,796
Hixson-Crowell AIC 129,606 136,257 113,583 98956 100,576 106,792 98,660 100,124 102,820 104,678 126,461 121,472
model MSC 1,266 0,577 1,110 2,369 2,167 1,496 1,840 2,305 2,053 1,940 1,461 1,179
knc 0,006 0,006 0,006 0,003 0,003 0,002 0,006 0,006 0,004 0,006 0,006 0,004
R2.q 0,966 0,962 0,960 0,964 0,974 0,876 0,922 0,941 0,968 0,942 0,960 0,965
Korsmeyer-Peppas AIC 102,097 102,421 91,966 91,102 85,689 103,236 96,046 99,682 90,163 98,842 106,177 95,709
oo MSC 2985 2,692 2,654 2930 3231 1750 2041 2337 2957 2357 2,729 2,896
ke 14352 21398 18,014  7.83  7.844  7.090 11255 11083 10125 10819  15.653  12.528
n 0376 0296 0331 0485 0474 0427 0431 0.431 0.441 0.430 0347 0387

Podebljano su oznaceni statisticki kriteriji modela koji najbolje opisuje otpustanje ukupnih fenolnih spojeva iz pojedinih inkapsulata
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Tablica 4.16 Procijenjeni parametri primijenjenih matematickih modela za opisivanje kinetike otpustanja UF-a (ki, ku, kuc, kxp — konstante
otpustanja za odgovarajuc¢i model; n — eksponent difuzije) iz CS inkapsulata pripremljenih ionskim geliranjem pomocu razlic¢itih omotaca (NAig,
NA-MDlig, NA-MDhjg, NA-GTig, NA-GAjG, NA-ZELig, NA/1,5KZig, NA/1,0KZi6, NA/0,5K Zi6, NA(1,5KZ)i6, NA(1,0KZ)i6 i NA(0,5KZ)i6) i
suSenjem pod vakuumom te statisticki kriteriji uspjesnosti aproksimacije modela (R%qj — prilagodeni koeficijent determinacije, AIC — Akaike
informacijski kriterij, MSC — kriterij odabira modela)

Matematicki modeli

Konstante brzine otpusStanja i statisticki kriteriji uspjeSnosti aproksimacije modelom

; & B 5 & § & 2 2 : 2 2

z = ) < < « = = < ) < S

: ¢ 2 2 : i : F i @
R2.4 0,763 0,484 0,758 0,917 0,773 0,842 0,890 0,935 0,886 0,929 0,850 0,872
Model prvog AIC 130,454 139,840 117,124 101,960 112,607 106,774 98,038 99,289 104,500 98,197 125,003 115,313
reda MSC 0,835 -0,188 0,765 2,098 0,930 1,524 1,652 2,213 1,641 2,201 1,341 1,555
ki 0,031 0,033 0,034 0,018 0,021 0,008 0,031 0,037 0,029 0,031 0,032 0,034
R2q 0,711 0,318 0,689 0,957 0,844 0,881 0,789 0,765 0,804 0,835 0,736 0,799
Higuchi AIC 133,679 144,465 120,617 92,484 107,248 102,842 106,585 117,610 112,391 110,983 133,959 122,174
model MSC 0,634 -0,477 0,515 2,775 1,313 1,805 0,994 0,905 1,078 1,288 0,781 1,098
ki 7,923 8,151 8,791 7,351 7,328 5,334 8,197 8,385 7,741 7,756 8,066 8,002
Hixson- R2,q 0,602 0,160 0,592 0,900 0,685 0,797 0,788 0,783 0,802 0,819 0,690 0,737
Crowell AIC 138,772 147,805 124,416 104,783 117,235 109,872 106,659 116,226 112,471 112,257 136,602 126,209
model MSC 0,316 -0,686 0,244 1,897 0,599 1,303 0,989 1,004 1,072 1,197 0,616 0,829
krc 0,006 0,007 0,007 0,004 0,005 0,002 0,006 0,007 0,006 0,006 0,007 0,007
R2ui 0,972 0,970 0,932 0,963 0,966 0,807 0,921 0,874 0,938 0,912 0,941 0,921
Korsmeyer- AIC 96,881 95,217 100,254 90,256 86,519 110,462 94,296 109,328 97,289 100,753 110,458 108,911
Peppas MSC 2,934 2,601 1,970 2,934 2,793 1,261 1,940 1,496 2,156 2,018 2,250 1,982
model kxp 25,980 37,973 30,488 11,610 18,227 8,719 19,079 19,439 17,917 16,029 20,859 17,139
n 0,257 0,183 0,238 0,403 0,315 0,401 0,335 0,327 0,335 0,361 0,311 0,354

Podebljano su oznaceni statisticki kriteriji modela koji najbolje opisuje otpustanje ukupnih fenolnih spojeva iz pojedinih inkapsulata
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Tablica 4.17 Procijenjeni parametri primijenjenih matemati¢kih modela za opisivanje kinetike otpusStanja UF-a (ki, ku, kuc, kxp — konstante
otpustanja za odgovarajuc¢i model; n — eksponent difuzije) iz CS inkapsulata pripremljenih ionskim geliranjem pomocu razlic¢itih omotaca (NAig,
NA-MDlig, NA-MDhjg, NA-GTig, NA-GAjG, NA-ZELig, NA/1,5KZig, NA/1,0KZi6, NA/0,5K Zi6, NA(1,5KZ)16, NA(1,0KZ)i6 i NA(0,5KZ)i6) i
suSenjem zamrzavanjem te statisti¢ki kriteriji uspje$nosti aproksimacije modela (R?.q; — prilagodeni koeficijent determinacije, AIC — Akaike informacijski
kriterij, MSC — kriterij odabira modela)

Konstante brzine otpustanja i statisticki kriteriji uspjeSnosti aproksimacije modelom

Matemati¢ki modeli 2 2 @ g g S S 5 S S S
z < * < « < = ! S = = =
z z z - z z p p z p %
R2.4 0,692 0,807 0,750 0,706 0,690 0,815 0,814 0,766 0,755 0,831 0,815 0,885
Model AIC 133,945 127,955 113,562 114,978 114,796 108,980 102,280 113,591 111,694 109,170 127,310 113,833
prvog reda MSC 0,548 1,049 0,651 0,630 0,590 1,313 0,971 0,723 0,753 1,155 1,094 1,642
k; 0,029 0,034 0,031 0,020 0,018 0,009 0,045 0,053 0,054 0,028 0,031 0,034
Rzadj 0,680 0,719 0,648 0,822 0,836 0,895 0,523 0,392 0,412 0,763 0,693 0,787
Higuchi AIC 134,613 133,906 118,352 107,915 105,891 101,097 115,299 128,302 126,689 113,980 135,406 123,137
model MSC 0,506 0,677 0,309 1,134 1,226 1,876 -0,030 -0,328 -0,318 0,811 0,588 1,022
ki 7,905 8,076 8,022 7,195 6,874 5,819 8,575 8,891 8,651 7,742 8,043 8,200
Rzadj 0,538 0,628 0,582 0,617 0,609 0,765 0,426 0,375 0,324 0,721 0,642 0,740
Hixson-Crowell AIC 140,504 138,453 120,751 118,689 118,069 112,351 117,618 128,650 128,593 116,260 137,914 126,132
model MSC 0,138 0,393 0,137 0,365 0,356 1,072 -0,208 -0,353 -0,454 0,649 0,431 0,822
kuc 0,006 0,007 0,007 0,005 0,004 0,003 0,007 0,007 0,007 0,006 0,006 0,007
R2ui 0,973 0,973 0,984 0,969 0,966 0,808 0,898 0,916 0,952 0,973 0,951 0,946
Korsmeyer-Peppas AIC 95,693 96,633 75,559 83,834 84,535 110,410 94,252 101,249 91,717 84,141 106,900 103,034
model MSC 2,939 3,007 3,365 2,854 2,751 1,211 1,589 1,604 2,116 2,943 2,370 2,362
kxp 28,240 25,306 29,726 22,868 20,290 11,670 31,031 37,419 35,335 22,548 22,941 20,035
n 0,236 0,268 0,234 0,261 0,275 0,338 0,250 0,207 0,210 0,288 0,291 0,325

Podebljano su oznaceni statisticki kriteriji modela koji najbolje opisuje otpustanje ukupnih fenolnih spojeva iz pojedinih inkapsulata

138



Martinovic J. Inkapsulacija ekstrakata tropa grozda... 4. REZULTATI I RASPRAVA

Pri usporedbi modela koji imaju razli¢it broj parametara pouzdaniji statisticki kriterij za
procjenu uspjesnosti aproksimacije podataka modelom je prilagodeni koeficijent determinacije
(R%4j) u odnosu na koeficijent determinacije (R’). R’ se u pravilu povecéava (ili ostaje isti) s
povecanjem broja parametara modela pri ¢emu dodatni parametri modela ne moraju pozitivno
doprinositi aproksimaciji podataka odabranim modelom S§to moze upucivati na pogreSan
zakljugak (problem poznat kao ,,precjenjivanje modela®). S druge strane R2,q; ¢e rasti samo ako
povecanje broja parametara modela pozitivno doprinosi aproksimaciji podataka modelom.
Stoga je model s najveéim RZ; vrijednostima smatran najprikladnijim za opisivanje
eksperimentalnih podataka (Costa i Sousa Lobo, 2001a). S druge strane, ukoliko se usporeduju
dva ili viSe modela, model s nizom AIC vrijednosti smatra se prikladnijim za opisivanje
promatranog procesa. Ovaj kriterij se ¢esto primjenjuje za uc¢inkovit na¢in utvrdivanja modela
koji najpreciznije opisuje otpustanje neke aktivne tvari. MSC je takoder statisticki kriterij koji
se Cesto primjenjuje prilikom odabira prikladnog modela za opisivanje procesa in vitro
otpustanja, a s obzirom da je to modificirani recipro¢ni oblik AIC vrijednosti smatra se da je

model s ve¢om MSC vrijednosti prikladniji za opisivanje procesa otpuStanja aktivne tvari.

Ukoliko se promatraju CS inkapsulati dobiveni razli¢itim metodama suSenja, prema statistickim
kriterijima R?adj i AIC, model prvog reda bio je najprikladniji za aproksimaciju kinetike
otpuStanja fenolnih spojeva iz inkapsulata dobivenih suSenjem na zraku odnosno iz
NA/1,5KZic (R%adj = 0,927; AIC = 94,204; k; = 0,027), NA/1,0KZic (R?adj = 0,956; AIC =
94,455; k1= 0,027) i NA(1,5KZ)i6 (R%adj = 0,947; AIC = 96,720; k; = 0,020) (Tablica 4.15,
Slika P1.2) te iz NA/1,0KZic (R%adj = 0,935; AIC = 99,289; k;= 0,037) i NA(1,5KZ)i6 (R?adj
= 0,929; AIC = 98,197, k; = 0,031) inkapsulata dobivenih vakuum susenjem (Tablica 4.16,
Slika P1.2) dok se ovaj model nije pokazao prikladan za opisivanje otpustanja fenolnih spojeva
iz inkapsulata pripremljenih suSenjem zamrzavanjem (Tablica 4.17). Model prvog reda opisuje
sustav koji bubri, a bioaktivna tvar difundira kroz nabubreni sustav (Unagolla i Jayasuriya,
2018). Parametar modela koji karakterizira kinetiku otpustanja bioaktivne komponente je
konstanta otpustanja modela prvog reda (k7). Vrijednost k; daje informaciju o brzini otpustanja,
gdje visa vrijednost ukazuje na brze otpustanje, dok niZa vrijednost sugerira sporiju brzinu
otpustanja. Povecanje parametra k1 za navedene omotace odgovaralo je povecanju otpusStanja
UF-a u GP (Slika 4.10 A 1 B). Nakon OP faze, inkapsulati bubre i na njihovoj povrsini sloj gela
djeluje kao barijera i usporava prodor probavnih tekucina i oslobadanje fenolnih spojeva. O
koriStenom omotacu ovisi debljina sloja gela na povrsini, a §to je deblji sloj gela na povrSini

inkapsulata smanjeno je otpustanje fenolnih spojeva tijekom vremena zbog vece duljine

139



Martinovic J. Inkapsulacija ekstrakata tropa grozda... 4. REZULTATI I RASPRAVA

difuzijskog puta ciljane tvari §to rezultira kinetikom otpustanja aktivnih tvari prema modelu

prvog reda.

Sli¢no modelu prvog reda, Higuchi model takoder se temelji na principu difuzije aktivne tvari.
Iako se teoretski ne moze primijeniti za analizu sustava koji bubri, zbog svoje jednostavnosti
¢esto se primjenjuje u polimernim sustavima koji imaju svojstvo bubrenja (Unagolla i
Jayasuriya, 2018). Higuchi model pokazao se najprikladniji za otpustanje UF iz NA-ZELig
inkapsulata (R%adj = 0,881 — 0,908; AIC = 98,944 — 102,842; k; = 5,334 — 5,427) bez obzira na
primijenjenu metodu susenja te iz NA-GTig (R*adj = 0,968; AIC = 88,532; k; = 6,711) i NA-
GAJG inkapsulata (R%adj = 0,974; AIC = 85,018; k; = 6,825) susenih na zraku (Tablice 4.15 —
4.17, Slika P1.2). Ovaj model razvijen je za opisivanje otpustanja aktivne tvari iz razlicitih
poroznih sustava, posebno za otpustanje slabo topivih tvari inkapsuliranih u poluévrste ili Evrste
sustave. Prema ovom modelu, oslobadanje aktivnih tvari se povefava sa smanjenjem
zakrivljenosti u mrezi hidrogela (Arianto i sur., 2015). Pretpostavlja se da dolazi do snaznih
ionskih interakcija polimera koje se koriste u procesu inkapsulacije, Sto dovodi do povecane
zakrivljenosti mreze hidrogelova. Ovo objasnjava manje otpuStanje UF-a u OP i1 GP. Kasnije,
kako inkapsulati nabubre, dolazi do smanjenja spomenute zakrivljenosti, $to potencijalno potice

intenzivnije otpustanje UF-a u IP (Slika 4.10 A — C).

Hixson-Crowell model nije se pokazao prikladnim za opisivanje otpustanja UF-a iz ispitivanih

inkapsulata.

Korsmeyer-Peppas model je matematicki model koji se Cesto koristi za opisivanje kinetike
otpustanja aktivnih spojeva iz polimernih sustava, a prilagodava se za sustave s nepravilnim
oblicima Cestica 1 nehomogenim svojstvima materijala (Paarakh 1 sur., 2018; Malekjani i Jafari,
2021). Ovaj model pokazao se najprikladniji za otpustanje UF-a iz NAig, NA-MDlig, NA-
MDhig, NA/0,5KZig, NA(1,0KZ)i6 1 NA(0,5KZ)16 inkapsulata, bez obzira na primijenjenu
metodu susenja (Tablice 4.15 — 4.17, Slika P1.2), te za opustanje UF-a iz NA-GTig, NA-GA1g
1 NA/1,5KZic inkapsulata suSenih pod vakuumom (Tablica 4.16). Parametar Korsmeyer-
Peppas modela, kkp daje informacije o ionskoj jakosti okolne otopine u kojoj se nalaze
inkapsulati. Sto je manja vrijednost kkp, veéa je ionska jakost u vanjskom okruzenju, §to moze
utjecati na otpustanje aktivnih spojeva utjecu¢i na strukturu inkapsulata i vezu omotaca s
fenolnim spojevima. Opcenito, veca ionska jakost, odnosno, niza vrijednost kxp, upucuje na
vecu vjerojatnost zadrzavanja inkapsuliranih tvari unutar sustava 1 sporijeg otpustanja tih tvari.
S druge strane, vece vrijednosti kxp ili manja ionska jakost ukazuju na brze otpustanje aktivnih

spojeva (Wu i sur., 2019). Upravo je to dokazano i u ovom radu, za NA/1,0KZ;c inkapsulate
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koji su dobiveni suSenjem zamrzavanjem, a imali su najvecu vrijednost kxp (kxkp = 37,419)
(Tablica 4.17) i najvece otpustanje UF-a u OP i GP fazi zajedno (Slika 4.10 C). Medutim, ipak
su moguca i odstupanja od navedenih tvrdnji §to potvrduju rezultati za otpustanje UF-a iz NA-
MDIic inkapsulata gdje su najvece vrijednost kup utvrdene za inkapsulate susenih na zraku (kkp
=21,398) 1 pod vakuumom (kxp = 37,973) (Tablica 4.15 1 4.17), dok je najvece otpustanje UF-
a u oralnoj i zatim zelucanoj fazi opazeno kod NA(1,0KZ)is inkapsulata susenih na zraku i pod
vakuumom (Slika 4.10 A i B). Navedeno upucuje na kompleksnost strukture inkapsulata i
potrebu sveobuhvatnijeg promatranja procesa otpustanja ukljuc¢ujuc¢i viSe relevantnih faktora
(EEG, geometrijske parametre, teksturu, morfologiju), a ne samo parametar £ promatranog
modela. Drugi parametar Korsmeyer-Peppas modela je parametar n kojeg odreduje morfologija
sustava, u ovom slucaju inkapsulata, a koristi se za karakterizaciju mehanizma otpuStanja
aktivnih spojeva (Malekjani i Jafari, 2021). Vrijednost ovog parametra tijekom otpustanja UF-a
iz inkapsulata suSenih na zraku iznosila je od 0,296 do 0,441 (Tablica 4.15) zatim iz inkapsulata
suSenih pod vakuumom u rasponu od 0,183 do 0,403 (Tablica 4.16) te iz inkapsulata susenih
zamrzavanjem od 0,207 do 0,325 (Tablica 4.17). Ukoliko je vrijednost parametra » niza od
0,43 radi se o Cesticama koje su sferi¢nog oblika, a iz njih se aktivna tvar otpusSta prema
Fickovom zakonu difuzije §to je slu¢aj 1 za navedene inkapsulate za Cije se otpustanje pokazao

najprikladniji Korsmeyer-Peppas model.

Rezultati istraZivanja opisanih u poglavlju 4.4.2 pokazali su da izbor omotaca za inkapsulaciju
1 metoda suSenja znacajno utjeCu na EE, geometrijske parametre, teksturu i morfologiju
inkapsulata. Dodatak drugog omotaca natrijevom alginatu povecao je EEjG za 1,2 — 2,0 puta te
povrSinu hidrogelova za 1,1 — 1,6 puta u odnosu na primjenu samog alginata. Primjenom
metode oblaganja kitozanom postignuta je najvisa EE (73,88 %) koriStenjem 1,0 % (w/v)
kitozana (NA/1,0 KZig), dok su hidrogelovi pripremljeni istom metodom uz 1,5 % (w/v)

kitozana (NA/1,5 KZig) imali najvecu povrsinu (19,32 mm?).

Metoda suSenja znaCajno je utjecala na fizikalna svojstva inkapsulata. Liofilizacija je
uzrokovala najmanje promjene morfologije 1 najmanje smanjenje parametara veliCine s
obzirom na hidrogelove (31 — 62 % manja povrsina; 8,2 — 35,0 % manji opseg; 11,7 — 32,4 %
manja duljina i 19,6 — 41,1 % manja Sirina inkapsulata. Analiza parametara oblika (kruZnost,
zaobljenost 1 ujednacenost povrSine) hidrogelova i uzoraka osusSenih na zraku, u vakuum
suSioniku 1 liofilizacijom pokazala je odredene oscilacije u pojedinim parametrima, pri cemu

su u nekim sluc¢ajevima zabiljeZena povecanja, a u drugim smanjenja vrijednosti. S obzirom na
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to da primije¢enim promjenama ne odgovara jednoznacan trend, navedena odstupanja mogu se

pripisati osjetljivosti analize slike.

Nadalje omotaci 1 metoda suSenja znacajno su utjecali i na otpustanje fenolnih spojeva iako je
primijecen slican trend povecanja otpustanja UF-a od OP do IP. Najmanje kumulativno
otpustanje UF-a u IP zabiljezeno je kod inkapsulata suSenih na zraku (22,74 — 31,38 mgcag/giv),
zatim kod uzoraka suSenih pod vakuumom (23,51 — 35,41 mgcar/giv), dok je najvece
kumulativno otpusStanje UF-a uoceno kod inkapsulata susenih zamrzavanjem (23,65 — 43,27
mgcar/gv). Inkapsulati NA-ZELjg pokazali su najpozZeljniji profil otpustanja UF-a, pri ¢emu je

najveci udio otpusten u IP (58,4 — 62,6 %) neovisno o primijenjenoj metodi susenja.

Takoder, s obzirom na dobivene rezultate moze se zakljuciti da se otpustanje UF-a iz svih
ispitanih inkapsulata odvijalo prema Fickovom zakonu difuzije. Korsmeyer-Peppas model se
pokazao najprikladniji za opisivanje kinetike otpuStanja fenolnih spojeva iz najvise inkapsulata
(NAig, NA-MDIig, NA-MDhig, NA/0,5KZig, NA(1,0KZ)ig, NA(0,5KZ)ic bez obzira na
primijenjenu metodu susenja. Ovaj model posebno se pokazao dominantnim u slucaju
opisivanja kinetike otpustanja fenolnih spojeva iz svih inkapsulata dobivenih suSenjem

zamrzavanjem osim za inkapsulate NA-ZELq za koje se najprikladniji pokazao Higuchi model.

4.4.3. Karakterizacija razli¢itih inkapsulata dobivenih ionskim

geliranjem — utjecaj omotaca i ekstrakta
Za potrebe svih daljnjih istrazivanja, inkapsulacija ionskim geliranjem provodena je pomocu
prethodno navedenih odabranih omotaca kako za CS ekstrakte tako 1 za dodatna dva ekstrakta
tropa grozda (CF 1 M) dok je suSenje zamrzavanjem koriSteno za pripremu suhih inkapsulata iz

hidrogelova.

Zbog bolje preglednosti 1 lakSe usporedbe rezultata vezanih za utjecaj omotaca i ekstrakta na
fizikalno-kemijska 1 strukturna 1 funkcionalna svojstva inkapsulata (veli¢ina, oblik,
morfologija, tekstura, EEjG, in vitro otpuStanja fenolnih spojeva bez prisustva enzima u
probavnim otopinama), usporedno su prikazani rezultati za sva tri ispitivana ekstrakta tropa
grozda (CS, CF 1 M). Takoder, svi odabrani omotaci, ekstrakti tropa groZda 1 suhi inkapsulati
analizirani su tehnikama rendgenske difrakcije praha (XRPD) i diferencijalne pretrazne

kalorimetrije (DSC) kako bi se ispitala njihova kristali¢nost, odnosno amorfnost.
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4.4.3.1. Ucinkovitost inkapsulacije fenolnih spojeva ionskim geliranjem za razlicite
inkapsulate - utjecaj omotaca i ekstrakta

EEjc ekstrakata tropa grozda (CS, CF, M) bogatih fenolnim spojevima pomocu odabranih
omotata (NAG, NA-GA1G, NA-ZELiG i NA(1,5KZ) 16) prikazana je na Slici 4.11. Koristenjem
omotaca NAjg postignuta je EE;c u rasponu od 31,24 % do 36,79 % za ispitivane uzorke
ekstrakata tropa grozda. Takoder, kod svih ispitivanih ekstrakata tropa grozda uoceno je da
koristenjem dodatnog omotaca uz NAg dolazi do povecanja EEc. Tako je primjenom omotaca
NA-GA|g postignuta EE;G od 45,86 % do 52,62 %, NA-ZELig od 52,63 % do 69,27 % i
NA(1,5KZ)i6 od 48,04 % do 56,25 %.

Statisticka analiza utjecaja ekstrakta 1 omota¢a na EEic provedena je faktorskim ANOVA

(p <0,05) testom (Tablica 4.18).

80 1 4 [
69,27
I 64,63
I
601 52,62 5263 % 2120
) ) I
48,04 45,86 1 46,07
~ 136,79
S
=~ 436,54
L;-’ 401°% 31,24
. |
20 A
d R a c d © be b d c a be
0
CS hidrogelovi CF hidrogelovi M hidrogelovi
A) (B) (B)
NAG() [ NA-GA(B) NA-ZELy (0) NA(1,5KZ), (B)

Slika 4.11 Ucinkovitost inkapsulacije ionskim geliranjem (EEic, %) ekstrakata tropa grozda bogatih
fenolnim spojevima (CS, CF i M hidrogelovi) koriStenjem razli¢itih omotaca (NAig, NA-GAig, NA-
ZELig, NA(1,5KZ)i6). Razli¢ita velika i mala te slova gréke abecede oznadavaju skupine podataka
koje se medusobno statisti¢ki znacajno razlikuju prema faktorskom ANOVA testu i Duncanovom
post-hoc testu uz p < 0,05.
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Tablica 4.18 Faktorski ANOVA test za EEiG - znaajnost utjecaja omotaca (NAig, NA-GAig, NA-
ZELig, NA(1,5KZ)i6) 1 ekstrakta tropa grozda (CS, CF i M) kod inkapsulacije ionskim geliranjem te
velicina efekta (doprinos faktora i njihove interakcije varijanci pojedinog skupa podataka)

Izvor varijacije SS df MS F D ‘;efl;lc;lt:a
Ekstrakt 100,85 2 50,42 3,47 0,0474 * 2,3 %
Omotac 3438,07 3 1146,02 78,90 0,0000 * 76,8 %
Ekstrakt x omota¢ 591,94 6 98,66 6,79 0,0003 * 13,2%
Pogreska 348,59 24 14,52

* statisticki znacajno uz p < 0,05

Prema faktorskom ANOVA testu oba faktora (ekstrakt i omotac) su imali znacajan utjecaj na
EEjG te postoji statisticki znacajna interakcija izmedu njih (Slika 4.11 1 Tablica 4.18). Pri tome
je 76,8 % varijance svih podatka posljedica varijabilnosti faktora ,,omota¢*, pri ¢emu je najveci
utjecaj na EEic imao omotaé NA-ZEL, dok je samo 2,3 % varijance bila posljedica
varijabilnosti faktora ,ekstrakt“ uz najveée marginalne srednje vrijednosti EFEic kod
inkapsuliranih CS ekstrakata dok nije bilo statisticki znacajne razlike u EEig kod CS 1 M
uzoraka. Interakcija omotafa 1 ekstrakta utjecala je na varijabilnost podataka sa 13,7 %
varijance. Za pretpostaviti je da je povecanje EEs u slucaju dodatnih omotaca posljedica
svojstava koriStenih omotaca. Primjerice, KZ, zbog svoje kationske prirode, formira membranu
oko hidrogela polianionskog alginata stvaranjem veza izmedu karboksilnih skupina anionskog
alginata i1 protoniranih amino skupina kitozana (Stoica 1 sur., 2013). Zbog ovih veza, manje
fenolnih spojeva se gubi tijekom inkapsulacije, a proizvedeni hidrogelovi su ¢vr§¢i. Dodavanje
omotata kao Sto je guma arabika smanjuje poroznost natrij alginatnih hidrogelova,
sprjecavajuci difuziju fenolnih spojeva tijekom ionskog geliranja u okolnu otopinu (Tsai 1 sur.,
2017). Nadalje, proteini sadrzani u strukturi gume arabike mogu formirati veze s fenolnim
spojevima iz ekstrakata tropa grozda, Sto takoder osigurava bolju EE.. Poznato je da proteini u
interakciji s fenolnim spojevima stvaraju hidrofobne 1 vodikove veze, ali se takoder mogu vezati
1 s slobodnim karboksilnim skupinama polimera. Ovakve interakcije proteina s fenolnim
spojevima objasnjavaju i povecanje EE kada je za inkapsulaciju koriSten dodatni proteinski

omotac odnosno Zelatina u odnosu na Cisti natrij alginat (Li 1 sur., 2009; Jyothi i sur., 2010).

4.4.3.2. Geometrijski parametri, tekstura i morfologija razli¢itih suhih inkapsulata -
utjecaj omotaca i ekstrakta

Ispitan je utjecaj koriStenih omotaca za inkapsulaciju i ekstrakata na geometrijske parametre

odnosno parametre veli¢ine (povrSina, opseg, maksimalni i minimalni Feret) i parametre oblika
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(kruznost, zaobljenost i ujednacenost povrsine) te na teksturu (tvrdocu) (Tablice 4.19 1 4.20) i
morfologiju razli¢itih inkapsulata tropa grozda (Slika 4.12).
Tablica 4.19 Parametri veli¢ine (povrsina, opseg, Feret), oblika (kruznost, zaobljenost, ujednacenost

povrsine) i teksture (tvrdo¢a) CS, CF i M inkapsulata pripremljenih ionskim geliranjem pomocéu
NAig, NA-GA1g, NA-ZELig 1 NA-ZELG 1 suSenjem zamrzavanjem

Parametar Suhi inkapsulati Vrijednost parametra
Parametri veliine
omotad / ekstrakt CSB CF A M €
NAig 8§ 450+ 1,158  662+1,72°  542+138°
Povrsina (mm) NA-GAig B 10,12+0,78"  914+1,02¢  7,51+0,86¢
NA-ZELig a 10,26 £ 0,80 © 11,18 £0,96 2 10,69 £ 0,98
NA(1,5KZ)i6 Y 8,16+ 1,47¢ 7,63+2714 546+1,69F
omotad / ekstrakt csA CF A M B
NAg o 8,57+0,84F 10,24 + 1,26 4 942 +1,39°¢
Opseg (mm) NA—(V}AIG B 13,46 1,082 12,13£0,61° 11,09 £ 0,67 ©
NA-ZELig a 13,45+0,722 13,79+ 0,86 2 1390+ 1,092
NA(1,5KZ)i6 Y 11,63 £ 1,14 be 11,37 £2,37 ¢ 9,53+1,50°¢
omotad / ekstrakt CSB CF A M A
NAic ) 2,84 +£0,26 ¢ 3,39 +£0,38¢ 3,00 £ 0,34 4
Feretux (mm) NA—?IA[G B 4,12+0,28%2 3,77+£0,19° 3,45+0,20°¢
NA-ZELig a 4,11+£0,332 42440272 4,17 £0,24 2
NA(1,5KZ)i6 vy 370+033°  351+0,64°  3,12+0429
omotad / ekstrakt CS¢ CFB MA
NAg 0 2,17+£0,30 ¢ 2,68 +0,36 ¢ 2,46+0,38f
Feretun (mm) NA—(V}AIG B 3,34+ 0,22 b 3,20+ 0,20 ¢ 2,94+0,174
NA-ZELig a 3,38+£0,192 3,53+£0,182 3,46+ 0,19 %
NA(1,5KZ)i6 Y 2,99+0,294 2,90 £ 0,49 4 243+040F
Parametri oblika
omotad / ekstrakt CSB CF A M AB
NAi o 0,76 £ 0,07 24 (0,79 £ 0,06 * 0,76 £ 0,07 20
Kruznost (-) NA-?‘A[G B 0,71 £ 0,08 °f 0,78 £ 0,05 2 0,77 £ 0,04 2b¢
NA-ZELig Y 0,72 £0,06F 0,74 £ 0,07 bede 0,70 £ 0,07 f
NA(1,5KZ)i B 0,76 £ 0,06 24 (.72 + 0,07 f 0,74 £ 0,07
omotad / ekstrakt CSB CF A M AB
NAG v 0,7940099 080+008%  085+0,08°
2eicnost () NA-GAig a  083+009%d 087+006° 0,87 +0,06°
NA-ZELig op 0,85+£0,082 0,86 £0,08 2 0,84 £+ 0,06 ®
NA(1,5KZ)i By 0,83£0,07 % 0,86 £0,06 2 0,80 £ 0,07 4
omotad / ekstrakt csSA CF A M B
NA B 0,94 £ 0,03 4 0,96 £ 0,02 2 0,95 £ 0,02 b
Ujednagenost povisine (<) NA-(V}AIG o 0,96 £ 0,01 097 +£0,012 0,96 £0,012
NA-ZELig o 0,96 £0,012 097 +£0,012 0,96 £ 0,01
NA(1,5KZ)i6 B 0,96 £ 0,01 0,94 + 0,02 ¢4 0,94 + 0,03 ¢
Parametar teksture
omotad / ekstrakt CSA CFB M B
NAwG a  340+352°  136+066°  097+030"
Tvrdoda (N) NA-GAig B 122+4043%  063+0,15°  0,56+025°
NA-ZELg B 0,98 £ 0,66 " 0,49+0,20° 0,41 £0,28°
NA(1,5KZ)is B 0,38£0,10° 0,56+ 0,26° 1,13+£0,37°

Vrijednosti u istom stupcu oznacene s razli¢itim abecednim slovima oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu podataka
(ANOVA i Duncanov test, p < 0,05). Indeks IG odnosi se na metodu inkapsulacije ionskim geliranjem.
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Statisticka analiza prema faktorskom ANOVA testu (Tablica 4.20) pokazuje da je omotac imao
najvedi utjecaj na sve parametre veliCine i oblika te teksturu (7,4 — 58,1 % varijance), dok je
ekstrakt imao manji utjecaj na varijabilnost geometrijskih parametara i teksture sa 1,5 — 7,6 %

varijance, a interakcija ova dva faktora je utjecala na varijabilnost podataka sa 5,2 — 14,7 %.

Tablica 4.20 Statisticka znacajnost utjecaja omotata (NAg, NA-GAiG, NA-ZELig, NA(1,5KZ)i6) i
ekstrakta tropa grozda (CS, CF i M) na parametre veliCine, oblika i teksture suhih inkapsulata dobivenih
inkapsulacijom ionskim geliranjem te suSenjem zamrzavanjem prema faktorskom ANOVA testu te
veli¢ina efekta (doprinos faktora i njihove interakcije varijanci pojedinog skupa podataka)

Parametar Izvor varijacije SS df MS F D \;eflellc:tl;a
Parametri velicine
Ekstrakt 120,99 2 60,49 30,97 0,0000 * 5,1%
Povrsina Omotad 1367,73 3 45591 233,37 0,0000 * 58,1 %
Ekstrakt x omotad 187,50 6 31,25 16,00 0,0000 * 8,0 %
Pogreska 679,85 348 1,95
Ekstrakt 58,17 2 29,08 19,56 0,0000 * 3,5%
Opseg Omotac 919,36 3 306,45 206,09 0,0000 * 55,8 %
Ekstrakt x omotad 151,29 6 25,22 16,96 0,0000 * 9,2 %
Pogreska 517,46 348 1,49
Ekstrakt 6,03 2 3,02 25,31 0,0000 * 5,1 %
Feretyu Omotad 59,08 3 19,69 165,30 0,0000 * 50,3 %
Ekstrakt x omotad 10,80 6 1,80 15,11 0,0000 * 9,2 %
Pogreska 41,46 348 0,12
Ekstrakt 3,93 2 1,97 21,86 0,0000 * 4,1 %
Ferety Omotac 53,21 3 17,74 197,10 0,0000 * 55,1 %
Ekstrakt x omotad 8,04 6 1,34 14,89 0,0000 * 8,3 %
Pogreska 31,32 348 0,09
Parametri oblika
Ekstrakt 0,03 2 0,02 4,05 0,0183 * 2,0 %
Kruznost Omotaé 0,13 3 0,04 10,13 0,0000 * 7,4 %
Ekstrakt x omotac¢ 0,11 6 0,02 4,19 0,0004 * 6,1 %
Pogreska 1,50 348 0,00
Ekstrakt 0,03 2 0,02 2,99 0,0517 1,5 %
Zaobljenost Omotaé 0,11 3 0,04 6,31 0,0004 * 4.8 %
Ekstrakt x omotac 0,12 6 0,02 3,40 0,0028 * 52 %
Pogreska 2,00 348 0,01
Ekstrakt 0,00 2 0,00 5,41 0,0049 * 2,4 %
Ujednacenost ~ Omotac 0,02 3 0,01 19,38 0,0000 * 12,8 %
povrsine Ekstrakt x omotac¢ 0,01 6 0,00 6,49 0,0000 * 8,5 %
Pogreska 0,10 348 0,00
Parametar teksture
Ekstrakt 14,21 2 7,11 6,82 0,0016 * 7,6 %
Tvrdoda Omotaé 33,23 3 11,08 10,63 0,0000 * 17,7 %
Ekstrakt x omota¢ 27,54 6 4,59 4,40 0,0005 * 14,7 %
Pogreska 112,56 108 1,04

* statisticki znacajno uz p < 0,05

Geometrijski parametri (veli¢ina i1 oblik) proizvedenih inkapsulata su fizikalna svojstva koja
opcenito ovise o metodi inkapsulacije, svojstvima ekstrakta te o koriStenom omotacu 1 metodi
stabilizacije hidrogelova kao $to je vidljivo 1 iz rezultata i rasprave u poglavlju 4.4.2.2. ovog

doktorskog rada. Geometrija inkapsulata jednostavan je fizicki fenomen koji utjece na
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farmakodinamicka i farmakokineti¢ka svojstva inkapsulirane tvari. Promjene u geometriji
mogu utjecati na interakcije inkapsulata sa stanicama ili proteinima i, opcenito, na
biodistribuciju u gastrointestinalnom sustavu (Mutalik i1 sur., 2020). Ovi parametri imaju i
znaCajan utjecaj na oslobadanje aktivnog sastojka iz inkapsulata - u ovom slucaju fenolnih
spojeva. Na primjer, proizvedeni inkapsulati s viSim EE Cesto imaju vecu debljinu, $to onda
uzrokuje sporije otpustanje, dok inkapsulati koji imaju manju veli¢inu imaju ve¢u kontaktnu

povrsinu, §to moze dovesti do brzeg otpustanja inkapsulirane aktivne tvari (Yun i sur., 2021).

Iz Tablice 4.19 je vidljivo da su svi NA-ZELg inkapsulati (CS, CF i M) pokazali najveée
vrijednosti svih mjerenih parametara veliine (povrSina, opseg i Feret), dok su za NAic
inkapsulate zabiljeZene najnize vrijednosti. Ispitivanjem parametara oblika, uoc¢eno je da NAig
inkapsulati imaju najveée vrijednosti kruznosti (0,76 — 0,79), a na NA-ZELic najmanje
vrijednosti (0,70 — 0,74) §to je mjera odstupanja Cestica od sferi€nosti. Nasuprot kruznosti,
mjerenjem zaobljenosti inkapsulata, koji predstavlja zakrivljenost obrisa cCestice, NAig
inkapsulati imali su najmanje vrijednosti (0,79 — 0,85), dok su NA-GAic inkapsulati imali
najvece vrijednosti zaobljenosti (0,83 — 0,87). UjednaCenost povrSine proucavanih cestica
iznosila je u rasponu od 0,94 do 0,97, a u ovom slucaju prema statisti¢koj analizi nije postojala
znadajna razlika (Duncanov test, p < 0,05) izmedu NA-GAG i NA-ZEL te izmedu NAjg i
NA-(1,5KZ)ic 1ako su prva dva spomenuta omotaca imala neSto bolju ujednacenost povrsine u

odnosu na posljednja dva omotaca.

Rezultati teksture pokazuju da NAic inkapsulati imaju najvecu tvrdoc¢u (0,97 — 3,40 N), dok su
tvrdoée NA-GAG, NA-ZELG i NA(1,5KZ) 16 inkapsulata bile 0,56 — 1,22 N, 0,41 — 0,98 N te
0,38 — 1,13 N (Tablica 4.19). Tvrdo¢a NAig inkapsulata bila je statisticki znacajno razlicita
(Duncanov test, p < 0,05) od ostalih inkapsulata bez obzira na inkapsulirani ekstrakt. Poznato
je da se iz tvrdeg matriksa inkapsulirani sastojak sporije otpusta, ali to nije bio slucaj u ovom
radu (kao Sto je opisano u poglavlju 4.4.2.4. zbog utjecaja mnogih drugih ¢imbenika prethodno

opisanih (veli¢ina, oblik 1 morfologija inkapsulata).

Slike dobivene SEM-om potvrduju podatke dobivene za parametre veliCine inkapsulata, tj. vidi
se da su NAjg inkapsulati manji od ostalih (Slika 4.12). MoZe se uoéiti da NA-ZELig
inkapsulate, dok su kod NAig, NA-GAic 1 NA(1,5KZ)ic inkapsulata vidljiva udubljenja na
povrsini. Moze se primijetiti da NA(1,5KZ) i inkapsulati imaju najgladu povr§inu u usporedbi
s ostalim inkapsulatima. Osim parametara veliine i oblika, povrSina inkapsulata takoder ima

ulogu u otpustanju inkapsuliranih aktivnih spojeva. Sve §to uzrokuje naboranu povrsinu, kao
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$to se vidi kod NAg, NA-GAiG i NA-ZELg inkapsulata, uzrokuje i dodatno poveéanje
kontaktne povrsine tijekom in vitro otpustanja, Sto omogucuje brze otpustanje inkapsuliranih

fenolnih spojeva.

NAic NA-ZELig NA(1,5KZ)ic

CS inkapsulati

CF inkapsulati

M inkapsulati

Slika 4.12 SEM slike CS inkapsulata, CF inkapsulata i M inkapsulata dobivenih ionskim geliranjem
pomocu razli¢itih omotaca (NAig, NA-GAg, NA-ZELig, NA(1,5KZ)ic sa povecanjem 30x i 1000x
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4.4.3.3. Termofizikalna analiza strukture omotaca, ekstrakata i njihovih inkapsulata
dobivenih ionskim geliranjem

Provedene su XRPD i DSC analize omotaca korisStenih za inkapsulaciju, CS CF i M ekstrakata
tropa grozda i njihovih inkapsulata. Rezultati XRPD analize pokazuju da omotaci NA, GA i
ZEL imaju amorfnu strukturu, a KZ polukristalnu strukturu (Slika 4.13 A), dok su svi ispitivani
ekstrakti (CS-NIE, CF-NIE, M-NIE) imali kristalnu strukturu sto se oCituje kao ostri vrhovi na
XRPD difraktogramima (Slika 4.13 A). Sto se ti¢e toplinskog ponasanja promatranog pomoéu
DSC-a, NA i GA pokazuju Siroki endotermni vrh u rasponu niskih do srednjih temperatura (60
— 120 °C), $to je povezano s dehidracijom. S druge strane, u skladu s rezultatima istraZivanja
drugih autora poput Guan i Zhong (2015), GA pokazuje vecu toplinsku stabilnost jer njezin
termogram ne prikazuje egzotermni dogadaj, Sto znac¢i da moze podnijeti vise temperature bez
degradacije. DSC termogram KZ-a na nizim temperaturama prikazuje endotermni dogadaj, Sto
se pripisuje gubitku vezane vode iz njegove polimerne strukture, a odsutnost jasno definiranog
vrha taljenja na viSim temperaturama ukazuje na amorfnu prirodu kitozana i njegovu postupnu
toplinsku razgradnju (Kittur i sur., 2002). Nasuprot tome, uocena degradacija NA na visokim
temperaturama, posebno na 240 — 260 °C (Slika 4.13 B), u skladu je s rezultatima Barra i sur.
(2019). Gubitak vode iz ZEL dogada se u nesto Sirem temperaturnom rasponu (50 — 176 °C) i
prati ga izrazeni endotermni vrh izmedu 230 °C i 250 °C, §to predstavlja denaturaciju ili
topljenje njezine spiralne strukture. Dai 1 sur. (2006) objavili su da ovaj prijelaz odrazava
strukturnu stabilnost 1 jedinstveni poredak koji se pripisuje spiralnoj strukturi Zelatine. 1z
rezultata DSC-a moze se vidjeti da ispitani omotaci imaju amorfnu strukturu, §to potvrduje

dobivene rezultate XRPD analize (Slika 4.13 B).
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Slika 4.13 XRPD difraktogrami (A) i DSC termogrami (B) koristenih omotada (NA, GA, ZEL i
KZ) za inkapsulaciju ekstrakata tropa grozda
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Slika 4.15 XRPD difraktogrami (A) i DSC termogrami (B) CS, CF i M inkapsulata pripremljenih
ionskim geliranjem pomocu razli¢itih omotaca ( NAig, NA-GAig, NA-ZELic 1 NA(1,5KZ)i6 )

Analiza strukture svih CS, CF i M inkapsulata pokazala je stabilan amorfni oblik, budu¢i da se
struktura nije promijenila nakon 3 mjeseca. Ovi rezultati su takoder potvrdeni DSC analizom
(Slika 4.15 B). Iz DSC krivulja su vidljivi blago Siroki vrhovi kod omotaca (Slika 4.13 B) i
inkapsulata (Slika 4.15 B), Sto ukazuje na gubitak slobodne vode prisutne u uzorcima (Archana
i sur., 2013a; Arab i sur., 2021). Kod DSC krivulja za ekstrakte, vidljiv je endotermni vrh s
prijelazima na 268,83 — 269,67 °C, sto je karakteristicna pojava kada dolazi do taljenja
kristali¢nih ekstrakata prilikom provedbe ove analize (Slika 4.14 B). Mnoga su istraZivanja
potvrdila te promjene iz kristalne u amorfnu strukturu tijekom inkapsulacije (Uhljar i sur., 2021;
Costa 1 sur., 2022). Ova promjena igra vaznu ulogu u probavljivosti ekstrakata, budu¢i da je
ekstrakt u kristalnom obliku manje dostupan za apsorpciju zbog smanjene mogucnosti prolaska

kroz crijevnu membranu (Alminger i sur., 2014).

4.4.3.4. Profil i kinetika otpuStanje ukupnih fenolnih spojeva iz razlic¢itih suhih
inkapsulata dobivenih ionskim geliranjem

Profil kumulativnog otpustanja in vitro UF-a iz CS, CF i M inkapsulata, dobivenih ionskim
geliranjem te naknadnim suSenjem hidrogelova zamrzavanjem, praceno je kroz tri faze probave
(OP, GP, 1 IP) koriStenjem otopina elektrolita bez enzima koje simuliraju uvjete u ljudskom
probavnom traktu (Slika 4.16). Udio otpustenih UF-a u svakoj fazi probave od ukupno

otpustenih UF-a nakon kompletne probave prikazan je Slikom 4.17.
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Slika 4.16 Kumulativno otpustanje UF-a iz CS (A), CF (B) i M (C) inkapsulata (IN u indeksu
mjerne jedinice) dobivenih inkapsulacijom ionskim geliranjem (IG u indeksu) pomo¢u omotaca
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Slika 4.17 Udio otpustenih UF-a iz CS, CF, M inkapsulata, pripremljenih ionskim geliranjem s
razli¢itim omotac¢ima (NAig, NA-GAig, NA-ZELG i NA(1,5KZ)ig, na kraju svake gastrointestinalne
faze: OP3 — oralne faze, GPi2; — ZeluCane faze, IP43 — crijevne faze (broj u indeksu oznacava
trajanje probave racunajuci od pocetka probave)

Pore u alginatnoj mreZi imaju veliki utjecaj na otpustanje bioaktivnih tvari iz inkapsulata, a
dodavanje omotaca natrijevom alginatu moZze utjecati na popunjavanje tih pora i rezultirati
»odgodenim otpustanjem® (Lopez Coérdoba 1 sur., 2013). U cilju zastite fenolnih spojeva od
razgradnje tijekom prolaska kroz oralnu i zelu¢anu fazu, te istovremenog omogucavanja
sigurnog transporta i postupnog otpustanja u crijevnoj fazi, NA omota¢u su dodani GA, ZEL i
KZ. Crijeva su poZeljno mjesto za otpuStanje fenolnih spojeva jer pruzaju ve¢u mogucénost
apsorpcije 1 omogucuju ispoljavanja pozeljnih svojstava fenolnih spojeva poput protuupalnih,

antikarcinogenih, antimikrobnih i brojnih drugih (Grgi¢ i sur., 2020a).

Opcenito, u kratkoj OP fazi odvijala se brza difuzija fenolnih spojeva u okolnu elektrolitnu
otopinu kao i otpustanje fenolnih spojeva sa povrSine inkapsulata. Difuzija se zatim nastavila
tijekom GP. Za vrijeme otpustanja u GP, uz promjenu pH vrijednosti iz neutralne u kiselu, boja
otopine elektrolita s inkapsulatima postala je intenzivno crvena Sto je posljedica otpustanja
antocijana prisutnih u ekstraktima tropa grozda. Tijekom 120-minutne GP faze, svi ispitivani
inkapsulati zadrzali su sferi¢ni oblik. Nakon §to su inkapsulati presli u IP fazu, boja otopine
elektrolita postala je smeda, $to ukazuje na razgradnju prisutnih pigmenata. Tijekom ove faze,
inkapsulati su se postupno razgradili, jer se natrijevi ioni u elektrolitnoj otopini koja simulira
crijevnu fazu izmjenjuju s dvovalentnim kalcijevim ionima koji se nalaze u strukturi

inkapsulata. Ova izmjena uzrokuje elektrostatsko odbijanje izmedu negativno nabijenih COO-
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skupina u alginatnoj strukturi te uzrokuje opustanje mreze egg box strukture inkapsulata i oni

se raspadaju (Bajpai i Sharma, 2004).

Rezultati pokazuju da je 5,81 — 8,83 mggar/giv otpusteno iz svih NAjg inkapsulata u OP (Slika
4.16) Sto ¢ini 23,9 — 31,8 % od ukupno otpustenih UF-a tijekom kompletne probave (Slika
4.17.) To je ujedno i najveéi udio otpustenih UF-a tijekom OP od svih ispitanih inkapsulata
(Slika 4.17). Najvece otpustanje UF-a kod NAjg inkapsulata zabiljezeno je u GP fazi (9,29 —
22,03 mggar/gmn odnosno 40,8 — 47,5 %), a u IP je uocen pad kumulativnog otpustanja Sto se
ocitovalo 1 u nizem udjelu otpustenth UF-a (20,7 — 33,6 %) (Slike 4.16 i 4.17). Dodavanjem
dodatnog omotaca natrij alginatu, postignuto je tzv. odgodeno otpustanje vidljivo kao slabije
otpustanje UF-a u OP i GP fazama te vece otpustanje u IP fazi (Slika 4.17). Ipak, sli¢an trend
otpustanja UF-a kao 1 NAjg inkapsulati pokazuju i NA(1,5KZ)i6 inkapsulati ¢iji je najveci udio
otpusStenih UF-a takoder uoc¢en u GP fazi (7,41 — 30,06 mggag/gmn odnosno 56,4 — 64,1 %)
(Slike 4.16i14.17 ). To je vjerojatno zbog toga §to su u kiselom mediju amino skupine kitozana
ionizirane, a hidroksilne skupine fenolnih spojeva deprotonirane, §to dovodi do bubrenja
inkapsulata 1 omogucuje lakSe otpusStanje fenolnih spojeva (Liang i sur., 2017; Costa 1 sur.,
2021). Ako se pretpostavi da je otpuStanje UF-a iz inkapsulata povezano i s njihovim
morfoloSkim karakteristikama, vece otpuStanje iz ovih inkapsulata tijekom OP 1 GP ukazuje na
prisutnost vrlo malih pora. Ove pore omoguc¢avaju probavnim otopinama lakSe prodiranje u
inkapsulate $to rezultira brzom difuzijom i otpustanjem UF-a. Prema istraZivanju drugih autora
(Stoica 1 sur., 2013), fenolni spojevi ekstrahirani iz plodova Sipka 1 inkapsulirani s NA te
kombinacijom NA 1 KZ pokazali su otpustanje od 40,7 % u Zelu€anoj 1 jo§ 3,7 % u crijevnoj
fazi iz NA inkapsulata. Nadalje, koriste¢i 1 % KZ pomijeSanog s CaCly utvrdili su da je
otpusteno nesto manje od 80 % u Zelu€anoj i jos 15,4 % u crijevnoj fazi. S druge strane, Yousefi
1 sur. (2020) inkapsulirali su ekstrakt Viola odorata L. pomocu NA i1 KZ (1 %, w/v) metodom
emulzifikacije nakon koje je uslijedilo vanjsko geliranje te je utvrdeno manje otpustanje UF-a
u zelu€anoj, a viSe u crijevnoj fazi. Ovi rezultati ukazuju da nacin dodavanja KZ, kao 1 njegova

koncentracija, utjecu na otpustanje bioaktivnih spojeva iz pripremljenih inkapsulata.

Nadalje, iz svih NA-GA|c inkapsulata otpusteno je 2,94 — 6,84 mgcar/giv u OP fazi, 5,29 —
19,65 mgcar/giv u GP te 16,22 — 37,84 mggar/gm u IP fazi, odnosno 9,2 — 23,0 % u OP, 32,2
— 43,0 % u GP 1 34,0 — 58,6 % u IP fazi (Slike 4.16 1 4.17). GA je polimer s amfolitskim
svojstvima koji privla¢i negativno nabijene molekule alginata putem elektrostatskih sila, dok
ioni kalcija takoder reagiraju s karboksilnim skupinama GA. U svojem istrazivanju, Tsai i sur.

(2017) inkapsulirali su fenolne spojeve iz nusproizvoda soka rotkvice koriste¢i NA i GA kao
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omotace metodom obrnute sferifikacije gdje su se fenolni spojevi oslobadali brze u crijevnoj
nego u zelucanoj fazi pri in vitro uvjetima otpustanja. Prilikom istrazivanja dodavanja razli¢itih
koncentracija GA omotacu NA, zakljucili su da koncentracija GA znacajno utjece na ouvanje

fenolnih spojeva u zelucanoj fazi (Tsai i sur., 2017).

Iz Slike 4.16 A — C vidljivo je da kumulativno otpustanje iz svih NA-ZELig inkapsulata ima
konstantan porast otpusStenih UF-a tijekom faza probave gdje je u OP otpusteno 3,56 — 4,91
mgcae/gN, zatimu GP 5,36 — 11,65 mggar/giv, au IP 23,96 — 28,05 mggar/giN Sto je odgovaralo
otpustanju od 39,8 % do 43,7 % ukupno u OP i GP fazama, te preostalih 56,3 do 60,2 % UF-a
u IP fazi (Slika 4.17). NA-ZELi inkapsulati imaju nabranu povr§inu s mnogo udubljenja, no
pri ve¢em povecanju tijekom SEM analize pore nisu vidljive (Slika 4.12). Sporije otpustanje
UF-a iz NA-ZELg inkapsulata u ranijim fazama probave u odnosu na ostale inkapsulate
takoder moze biti povezano s ve¢im EE;c u odnosu na ostale omotace gdje je ve¢i EEc
uzrokovan ¢injenicom da se fenolni spojevi ¢vrsto vezu za proteine kojima pripada i zelatina.
Stoga, fenolnim spojevima koji su jace vezani, treba vise vremena da se oslobode iz mreze NA-

ZEL.

Za opisivanje kinetike 1 mehanizma otpuStanja ukupnih fenolnih spojeva iz pripremljenih
inkapsulata koriSteni su ranije opisani modeli prvog reda, Higuchi, Korsmeyer-Peppas i
Hixson-Crowell model. Parametri modela 1 statisticki kriteriji koriSteni za procjenu uspjeSnosti
aproksimacije eksperimentalnih podataka modelima (detaljno su opisani u poglavlju 4.4.2.5),
prikazani su u Tablici 4.21. Nadalje, grafi¢ki prikaz kinetike otpustanja UF-a iz svih ispitivanih
inkapsuliranih ekstrakata tropa grozda opisane s ispitanim matemati¢kim modelima pokazuje

Slika P1.3.
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Tablica 4.21 Procijenjeni parametri primijenjenih matematickih modela za opisivanje kinetike otpustanja UF-a (ki, ku, kuc, kxp — konstante
otpustanja za odgovaraju¢i model; n — eksponent difuzije) iz CS, CF i M inkapsulata pripremljenih ionskim geliranjem pomocu razli¢itih
omotaa (NAiG, NA-GAjg, NA-ZELiG, NA(1,5KZ)ig te statisticki kriteriji uspjesnosti aproksimacije modela (R — prilagodeni koeficijent
determinacije, AIC — Akaike informacijski kriterij, MSC — kriterij odabira modela)

Konstante brzine otpusStanja i statisticki kriteriji uspjesnosti aproksimacije modela

CSE CFE ME

Matematicki modeli o) 2 2 ¢ ] = e 2 2

g < = > o < = 3 ¢ < = 3

< <Q N " < Q N 0 < < N 0

S N L S - e I B

4 z z
R 0,692 0,690 0,815 0,831 0,782 0,836 0,840 0,887 0,704 0,872 0,749 0,880
Model AIC | 133,945 114,796 108,980 109,170 | 132,179 120,547 124,080 120,977 | 135,396 118,317 129,892 121,264
prvog reda MSC 0,548 0,590 1,313 1,155 1,027 1,499 1,518 1,765 0,760 1,727 1,017 1,676
ki 0,029 0,018 0,009 0,028 0,028 0,006 0,009 0,017 0,016 0,007 0,009 0,022
R2ui 0,680 0,836 0,895 0,763 0,789 0,914 0,902 0,939 0,829 0,957 0,876 0,901
Higuchi model AIC | 134,613 105,891 101,097 113,980 | 131,606 110,168 116,161 111,145 | 126,454 100,779 118,540 118,120
MSC 0,506 1,226 1,876 0,811 1,063 2,148 2,013 2,380 1,319 2,823 1,726 1,872
ku 7,905 6,874 5,819 7,742 7,981 5,113 5,756 7,343 7,338 5,595 6,001 7,355
R2i 0,538 0,609 0,765 0,721 0,705 0,843 0,795 0,829 0,661 0,851 0,703 0,807
Hixson-Crowell AIC | 140,504 118,069 112,351 116,260 | 136,952 119,920 128,028 127,617 | 137,559 120,805 132,544 128,854
model MSC 0,138 0,356 1,072 0,649 0,729 1,538 1,271 1,350 0,625 1,571 0,851 1,202
kuc 0,006 0,004 0,003 0,006 0,006 0,002 0,003 0,004 0,004 0,002 0,003 0,006
R2ui 0,973 0,966 0,808 0,973 0,891 0,864 0,830 0,983 0,871 0,936 0,844 0,967
Korsmeyer-Peppas AIC | 95,693 84,535 110,410 84,141 | 121,894 118,416 125,896 91,252 | 122,907 108,08 122,954 101,592
model MSC 2,939 2,751 1,211 2,943 1,670 1,632 1,404 3,623 1,541 2,366 1,450 2,905
kxp | 28,240 20,290 11,670 22,548 | 23,452 7,488 9,732 13,824 | 21,344 7,816 12,665 15,617
n 0,236 0,275 0,338 0,288 0,263 0,405 0,373 0,373 0,280 0,422 0,333 0,343

Podebljano su oznaceni statisticki kriteriji modela koji najbolje opisuju otpustanje ukupnih fenolnih spojeva iz pojedinih inkapsulata. Indeks IG odnosi se na inkapsulaciju ionskim geliranjem.
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Prema analizi rezultata prikazanih u Tablici 4.21, moze se zakljuciti da otpustanje UF-a iz NAig
1 NA(1,5KZ)i6 inkapsulata sva tri ekstrakta tropa grozda najbolje opisuje Korsmeyer-Peppas
model $to potvrduju visoki prilagodeni koeficijent determinacije (R%q) s vrijednostima u
rasponu od 0,871 do 0,983, niski AIC kriterij s vrijednostima u rasponu od 84,141 do 122,907
te odgovarajuce vrijednosti koeficijenta MSC u rasponu od 1,541 do 3,623. Budu¢i da vece
vrijednosti konstante otpuStanja (kkp) ukazuju na brze otpuStanje fenolnih spojeva iz
inkapsulata moze se zakljuciti da se otpustanje fenolnih spojeva brze odvijalo iz svih NAig
inkapsulata (kxp = 21,344 — 28,240) u odnosu na sve ispitivane NA(1,5KZ) g inkapsulate
(kxp =13,824 — 22,548) (Tablica 4.21). Ve¢ u OP, 23,9 — 31,8 % UF-a otpusteno je iz NAig
inkapsulata bez obzira na inkapsulirani ekstrakt, dok je iz NA(1,5KZ)i inkapsulata otpusteno
tek izmedu 14,0 1 25,4 % (Slika 4.17). Za ove inkapsulate vrijednosti eksponenta difuzije (n)
bile su niZe od 0,43 $to i ovdje ukazuje na to da je otpustanje fenolnih spojeva u slucaju NAG 1
NA(1,5KZ)ic inkapsulata slijedilo Fickov zakon difuzije. Dodatno, vrijednosti parametra # nize
od 0,43 potvrduju da su inkapsulati sfericnog oblika kao $to je vidljivo i na SEM slikama (Slika
4.12) te iz parametara oblika inkapsulata (Tablica 4.19).

Otpustanje UF-a iz svih NA-ZELc inkapsulata odvijalo se takoder prema Fickovom zakonu
difuzije, no za aproksimaciju eksperimentalnih podataka najprikladniji se pokazao Higuchi
model (R?.q = 0,876 —0,902; AIC = 101,097 — 118,540; MSC = 1,726 —2,013) (Tablica 4.21).
S druge strane, otpustanje iz NA-GA|g inkapsulata pratilo je Korsmeyer-Peppas u slucaju CS
inkapsulata 1 Higuchi model kod CF i M inkapsulata kako je prikazano u Tablici 4.21. Ovi
rezultati ukazuju na sloZenost procesa otpustanja UF-a iz inkapsulata koji ovisi o kombinaciji
difuzije 1 drugih faktora poput geometrijskih karakteristika inkapsulata. Primjetno je da su
CS-NA-GA|G inkapsulati imali vec¢u povrSinu, opseg i Feretmax u usporedbi s ostalim (CF 1 M)
NA-GAic inkapsulatima. Takoder, kruznost i zaobljenost CS-NA-GAjg inkapsulata je bila
neSto manja, a izmjerena tvrdo¢a neSto ve¢a u odnosu na CF-NA-GAic i M-NA-GAiG
inkapsulate (Tablica 4.19). Nadalje, analizom SEM slika, primije¢ena je prisutnost pukotina
na prikazanim CS-NA-GA|c inkapsulatima (Slika 4.12). Sve ove karakteristike inkapsulata
mogu utjecati na brze otpustanje UF-a, §to potvrduju podaci da je iz CS-NA-GA G inkapsulata
tijekom OP 1 GP otpusteno 66,0 % UF-a, dok je za CF-NA-GAic i M-NA-GA|G taj postotak
1znosio 41,4 — 49,5 % (Slika 4.17).

Na temelju provedenih istrazivanja u poglavlju 4.4.3 moze se zakljuciti da je inkapsulacija
fenolnih spojeva iz ekstrakata tropa grozda (CS, CF i M) pomoc¢u odabranih omotaca (NAjg,

NA-GA6, NA-ZELs i NA(1,5KZ)i6) zna&ajno poboljiala EEiq, fizikalna svojstva inkapsulata
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i profil otpustanja fenolnih spojeva. Najveéa EEjG postignuta je kod inkapsulata NA-ZELig koja
(52,63 — 69,27 %) pri Cemu je omota¢ imao znatno veéi utjecaj na EE;c od samog ekstrakta. U

odnosu na NAjg inkapsulate NA-ZELig inkapsulati imali su 1,4 — 2,1 puta veéu EEiG.

Analiza veli¢ine, oblika 1 teksture pokazala je da su ovi parametri ovisni o koriStenom omotacu,
ekstraktu i njihovom zavisnom djelovanju pri ¢emu je omota¢ imao dominantan utjecaj. Ove
razlike u velicini, obliku, tvrdo¢i 1 povrsinskim svojstvima pokazale su se vaznima za ponasanje
inkapsulata tijekom in vitro otpusStanja UF-a. Nadalje, XRPD i1 DSC analize pokazale su da su
natrijev alginat, guma arabika i zelatina amorfne strukture, kitozan polukristalne, a ekstrakti
kristalne strukture. Inkapsulacijom je doSlo do prijelaza ekstrakata u amorfni oblik, $to
doprinosi stabilnosti inkapsulata i njihovoj poboljSanoj topljivosti te u konacnici vecoj

biodostupnosti.

Analizom profila otpuStanja UF-a pokazano je da vecina inkapsulata prati trend povecanog
otpustanja UF-a u zelu¢anoj fazi i smanjenog u crijevnoj fazi probave. Ipak, CF-NA-GAig, M-
NA-GAiG te svi NA-ZELig inkapsulati pokazali su povoljniji profil s ve¢im udjelom UF-a
otpustenim u crijevnoj fazi (50,5 — 60,2 %), §to je najpoZeljnije s obzirom na mjesto apsorpcije
fenolnih spojeva. Uocene su i razlike medu ekstraktima, pri ¢emu je iz CS inkapsulata otpusten
veéi udio UF-a u zelu€anoj, a iz CF i M inkapsulata u crijevnoj fazi. Prevladavaju¢i mehanizam
otpustanja UF-a iz inkapsulata bila je difuzija, a kinetiku otpustanja iz NAic 1 NA(1,5KZ)ic
inkapsulata najbolje opisano Korsmeyer—Peppas model, dok je za NA-ZELig inkapsulate
najprikladniji bio Higuchi model. Kod NA-GA|c inkapsulata kinetika otpusStanja ovisila je o
inkapsuliranom ekstraktu $to dodatno potvrduje sloZenost procesa otpusStanja povezanog s

fizikalnim 1 strukturnim svojstvima inkapsulata.

4.4.4. Biodostupnost fenolnih spojeva iz razlicitih suhih inkapsulata
dobivenih ionskim geliranjem - utjecaj omotaca i ekstrakta

Ekstrakti CS-NIE, CF-NIE 1 M-NIE te CS, CF i M inkapsulati dobiveni ionskim geliranjem
pomodéu razli¢itih omotata (NAig, NA-GAiG, NA-ZELig i NA(1,5KZ)i6) podvrgnuti su in vitro
simuliranoj probavi gornjeg probavnog trakta uz prisustvo probavnih enzima prema
standardiziranom INFOGEST protokolu (Brodkorb i sur., 2019). Simulirana probava provodila
se kroz OP, GP i IP fazu. Tijekom provedbe simulirane probave u odredenim vremenskim
intervalima su prikupljani su uzorci koji su prociséeni te su u njima analizirane koncentracije
otpuStenih UF-a, UFL-a, UPA 1 pojedinacnih fenolnih spojeva (fenolnih kiselina, flavanola,

flavonola, stilbena i1 antocijana) u svrhu ispitivanja utjecaja omotaca 1 ekstrakta na profil
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otpustanja analiziranih spojeva te njihovu biodostupnost izrazenu kao indeks biodostupnosti
(BI) ekstrakata i inkapsulata. Pracenje otpustanja ovih aktivnih tvari tijekom simulirane probave
pruza uvid u to koliko dobro inkapsulacija razli¢itim omotac¢i mogu zastititi ove spojeve i
utjecati na njihovo kontrolirano otpustanje. Koncentracije fenolnih spojeva prije probave (Slike
4.2, 4.18 — 4.20, Tablica 4.3) i nakon probave ekstrakata i inkapsulata (Tablice P1.1 — P1.3)
su izrazene kao maseni udjeli fenolnih spojeva (mg (ug) fenolnog spoja na 100 mg ekstrakta),
a Bl je izraCunat prema izrazu (3.31). Vise vrijednosti B/ za fenole ukazuju na u¢inkovit proces
inkapsulacije odnosno zastitu fenolnih spojeva u ranijim fazama probave i omogucavanje
njihovog znacajnijeg oslobadanja u crijevima Sto je najpoZzeljniji profil otpustanja buduci da se

u crijevima najve¢im dijelom odvija njihova apsorpcija.

4.4.4.1. Biodostupnost ukupnih fenolnih spojeva, ukupnih flavonoids i ukupnih
ekstraktibilnih proantocijanidina

Maseni udio kumulativno otpustenih UF-a, UFL-a i UPA-a iz NIE i inkapsuliranih ekstrakata
tropa grozda u probavne tekucine na kraju OP, GP i IP te B/ vrijednosti za navedene uzorke
nakon kompletne simulirane probave prikazani su na Slikama 4.18 — 4.20 (A — D). U slucaju
svih ispitivanih NIE tropa grozda uocen je isti trend kumulativnog otpustanja za UF, UFL i
UPA. Najvece kumulativno otpustanje UF-a (12,04 — 14,12 mggar/100 mgg), UFL-a (3,19 —
4,44 mgce/100 mgg) 1 UPA-a (1,46 — 2,12 mg/100 mgg) uoceno je tijekom OP, a potom je
koncentracija navedenih spojeva u probavnim otopinama opadala do kraja IP (Slike 4.18 — 4.20
(A, B, ©)) sto je posljedi¢no uzrokovalo relativno niske vrijednosti B/ za UF (19,3 — 23,5 %),
UFL (3,2 - 5,3 %) te UPA (1,5 do 4,0 %) u NIE uzorcima (Slike 4.18 — 4.20 (D)).
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Slika 4.18 Maseni udio UF-a (Cyr, mgsar/100 mgg) u NIE prije probave (—) i kumulativno
otpustenih UF-a na kraju OP3, GP123 1 [P243 (broj u indeksu oznacava trajanje probave ra¢unajuéi od
pocetka probave) faze in vitro simulirane probave iz NIE, te CS (A), CF (B) i M (C) inkapsulata
dobivenih ionskim geliranjem pomoéu razli¢itih omotaca (NAG, NA-GAi, NA-ZELg,
NA(1,5KZ)i6) te indeks biodostupnosti (B]) UF-a ispitivanih uzoraka (D). Razlic¢ita velika i mala te
slova grcke abecede oznacavaju skupine podataka koje se medusobno statisticki znacajno razlikuju
prema faktorskom ANOVA testu i Duncanovom post-hoc testu uz p < 0,05
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Slika 4.19 Maseni udio UFL-a (Cyrz, mgce/100 mgg) u NIE prije probave (—) i kumulativno
otpustenih UFL-a na kraju OP3, GP123 1 [P243 (broj u indeksu oznacava trajanje probave ra¢unajuci
od pocetka probave) faze in vitro simulirane probave iz NIE, te CS (A), CF (B) i M (C) inkapsulata
dobivenih ionskim geliranjem pomocu razli¢itih omotaéa (NAG, NA-GAG, NA-ZELg,
NA(1,5KZ)i6) te indeks biodostupnosti (B/) UFL-a ispitivanih uzoraka (D). Razli¢ita velika i mala
te slova grcke abecede oznacavaju skupine podataka koje se medusobno statisticki znac¢ajno
razlikuju prema faktorskom ANOVA testu i Duncanovom post-hoc testu uz p < 0,05
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Slika 4.20 Maseni udio UPA (Cuyps, mg/100 mgg) u NIE prije probave (—) i kumulativno otpustenih
UPA na kraju OP3, GP123 i [P243 (broj u indeksu oznacava trajanje probave racunajuci od pocetka
probave) faze in vitro simulirane probave iz NIE, te CS (A), CF (B) i M (C) inkapsulata dobivenih
ionskim geliranjem pomo¢u razli¢itih omota¢a (NA, NA-GAig, NA-ZELi6, NA(1,5KZ)i6) te
indeks biodostupnosti (BI) UPA ispitivanih uzoraka (D). Razlicita velika i mala te slova grcke
abecede oznacavaju skupine podataka koje se medusobno statisticki znacajno razlikuju prema
faktorskom ANOVA testu i Duncanovom post-hoc testu uz p < 0,05

U slucaju inkapsuliranih ekstrakata tropa grozda uocen je drugaciji trend otpusStanja u odnosu
na NIE. Kod CS, CF i M inkapsulata, pripremljenih s omota¢em NA|g maseni udio kumulativno
otpustenih UF-a rastao je od OP preko GP prema IP fazi gdje je taj udio bio za 1,8 — 2,5 puta
visi u odnosu na GP fazu. Vece otpuStanje UF-a u IP fazi posljedi¢no je rezultiralo i vi§im B/
vrijednostima (51,9 — 53,7 %) kod NAic u odnosu na NIE (Slika 4.18). Postupno povecanje
otpustanja UF-a iz inkapsulata prema crijevnoj fazi (OP <GP <IP) moZe se objasniti
odgovorom alginata na pH okolne otopine. Pri niskom pH u GP fazi (pH 3), pH je niZi od pKa
vrijednosti glukuronske kiseline (pKa = 3,65) 1 manuronske kiseline (pKa = 3,38) od kojih se
sastoji NA §to uzrokujuje da struktura kalcija i1 alginata tvori stabilnu vodikovu vezu i zadrzava
fenolne spojeve u inkapsulatu. Medutim, pri pH vrijednosti viSoj od pKa vrijednosti alginatnih
monomera kakva vlada u IP fazi, moze do¢i do pucanja mreze vodikovih veza, §to dovodi do
bubrenja alginatnih inkapsulata i time do otpuStanja fenolnih spojeva (Chuang i sur., 2017).
Takoder, alginat se skuplja pri niskim pH vrijednostima i inkapsulirani spojevi se ne oslobadaju
ili pak oslobadaju u manjoj mjeri. U GP fazi, NA se hidratizira i pretvara u poroznu, netopljivu

takozvanu "kozu” alginske kiseline koja se prelaskom u podrucje veée pH vrijednosti, odnosno
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IP fazu, pretvara u topljivi viskozni sloj iz kojeg se lakSe otpusta inkapsulirana tvar (George i
Abraham, 2006). Utjecaj promjena pH vrijednosti vidljiv je i kod otpustanja UFL-a iz svih
NAjG inkapsulata gdje su nize koncentracije UFL-a zabiljezene u zeluc¢anoj probavnoj tekuéini
s obzirom na oralnu tekuc¢inu i to za 1,2 — 2 puta, a zatim je u IP u odnosu na GP detektirana

visa koncentracija UFL-a za 1,8 — 2,2 puta (Slika 4.19 A — C).

Vrijednosti BI Za UFL svih NAjg inkapsulata kretale su se u rasponu od 4,7 % do 8,0 % (Slika
4.19 D). Slican trend otpustanja kao kod UFL-a iz NAc inkapsulata uocen je i kod UPA. Prema
Slici 4.20 A — C vidljiv je pad koncentracije UPA u GP nakon OP faze (osim kod CS
inkapsulata) te nakon toga visa koncentracija u IP (1,9 — 10,6 puta) u odnosu na GP fazu.
Vrijednosti BI su bile relativno niske odnosno kretale su se u rasponu od 2,2 do 4,9 % (Slika

4.20 D).

Nadalje, omota¢ GA pokazuje stabilnost pri razli¢itim pH vrijednostima (Taheri 1 Jafari, 2019).
Tijekom probave NA-GA|G inkapsulata, uocava se sli¢an trend otpustanja UF i UFL, odnosno
otpustanje se povecava od OP preko GP prema IP fazi. U IP fazi su odredene vece koncentracije
UF-a za 1,8 —2,6 puta te UFL-a za 1,8 — 2,4 puta u odnosu na GP fazu probave (Slike 4.18 i
4.19 (A, B)). Tijekom crijevne faze probave dolazi do izmjene iona kalcija iz egg box strukture
inkapsulata sa fosfatnim ionima otopine elektrolita koja simulira crijevnu fazu probave. To
uzrokuje bubrenje inkapsulata (Nayak 1 sur., 2012), a time i povecano otpustanje fenolnih
spojeva. Nakon simulirane probave NA-GAg inkapsulata, B/ UF-a kretao se u rasponu od 55,0
% do 86,8 % (Slika 4.18 D), a UFL-a u rasponu od 5,7 % do 13,4 % (Slika 4.19 D). Isti trend
otpustanja kao za UF 1 UFL uocen je i kod otpustanja UPA iz NA-GA ¢ inkapsulata koji sadrze
CS 1 M ekstrakte do je uocena razlika kod CF-NA-GAjG inkapsulata gdje je 1,4 puta visa
koncentracija UPA odredena u OP fazi nego li u GP fazi (Slika 4.20 A — C). Ipak, za sve NA-
GAjg inkapsulate, najvece otpustanje UPA zabiljeZeno je u IP fazi, s B/ vrijednostima u rasponu

od 1,9 % do 3,2 % (Slika 4.20 D).

U posljednje vrijeme, istraZivanja su usmjerena prema kombinacijama polisaharida i proteina
za inkapsulaciju fenolnih spojeva. Ova kombinacija omogucuje vezivanje bioaktivnih spojeva
na proteinsku frakciju putem hidrofobnih interakcija i vodikovih veza, dok polisaharidi pomazu
u sprjeCavanju enzimske razgradnje proteina u Zelu¢anim uvjetima (Milin¢i¢ 1 sur., 2019). U
tom kontekstu, ZEL, proteinski omota¢ s izoelektriénom toé¢kom u rasponu pH 6 — 7, oéekivano
doprinosi stabilnosti inkapsulata tijekom ZeluCane faze. Njezina stabilnost pri nizim pH-
vrijednostima i stvaranje kompleksa s drugim omotac¢ima ¢ini Zelatinu pozeljnim omotacem za

inkapsulaciju bioaktivnih spojeva, osobito onih osjetljivih na promjene pH, u svrhu zastite 1
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kontroliranog otpustanja. Iako se ZEL rijetko koristi za ionsko geliranje fenolnih spojeva,
nedavno je privukla zanimanje znanstvene zajednice zbog svoje sposobnosti snaznog vezivanja
s fenolnim spojevima putem hidrofobnih interakcija i vodikovih veza (Jakobek, 2015). U ovom

radu ZEL se koristila u kombinaciji s polisaharidom NA.

Tijekom in vitro simulirane probave NA-ZELc inkapsulata uogen je veéi udio otpustenih UF-a
u fazama probave iza OP faze, a u IP fazi udio UF-a bio je 1,9 —2,7 puta ve¢i u odnosu na GP
fazu (Slika 4.18 A — C). Takoder, upotrebom ovih omotaca postignuto je najvece otpustanje
UF-a na kraju IP u usporedbi sa ostalim inkapsulatima i NIE S§to je rezultiralo i najve¢im
vrijednostima B/ koje su se kretale u rasponu od 96,1 do 123,2 % (Slika 4.18 D). Isti trend
otpustanja iz ovih inkapsulata vidljiv je 1 kod UFL-a sa utvrdenim 1,7 — 2,2 puta ve¢im
koncentracijama UFL-a u IP fazi u odnosu na GP fazu (Slika 4.19 A — C) dok su se izraunate
vrijednosti BI kretale u rasponu od 9,2 do 14,1 % (Slika 4.19 D). Slika 4.20 A — C prikazuje
otpustanje UPA tijekom in vitro simulirane probave koje je slijedilo isti trend kao za UF i UFL
dok su se izracunate Bl vrijednosti kretale u rasponu od 3,1 % do 8,2 % (Slika 4.20 D). Ovakav
trend otpustanja fenolnih spojeva moze se objasniti s ¢injenicom da tijekom inkapsulacije dolazi
do povezivanja kroz ionske interakcije izmedu negativno nabijenog alginata i pozitivho
nabijene Zelatine. U uvjetima alkalnog okruzenja, disocijacija —COOH funkcionalnih skupina
uzrokuje slabljenje fizickih sila izmedu ova dva polimera (Roy 1 sur., 2009; Sathisaran 1
Balasubramanian, 2020) Sto u konacnici rezultira razgradnjom inkapsulata u IP fazi i ve¢im

otpustanjem fenolnih spojeva.

Polimer koji se, uz NA, najc¢esce koristi kao omota¢ za inkapsulaciju je KZ zbog njegove
stabilnosti 1 sposobnosti stvaranja kovalentnih ili ionskih veza s drugim omotacima. Osim toga,
KZ ima pozitivan naboj 1 sadrZi protonirane amino skupine koje stupaju u interakciju s
negativno nabijenim skupinama fenolnih spojeva §to omogucuje bolju inkapsulaciju i vecu
biodostupnost fenolnih spojeva u crijevnoj fazi probave sto je vidljivoi iz rezultata ovog rada.
U slucaju koristenog NA(1,5KZ)ig omotaca udio otpustenih UF-a povecavao se od OP prema
IP fazi te je uocena 1,8 — 2,5 puta veca koncentracija UF-a u IP nego li u GP fazi (Slika 4.18 A
—C) dok je BI za UF iznosio od 44,9 % do 55,1 % (Slika 4.18 D). Niske pH vrijednosti uzrokuju
elektrostatsko odbijanje molekula KZ Sto rezultira njegovim bubrenjem. Bubrenje, zajedno s
povecanim elektrostatskim odbijanjem, dovodi do stvaranja viskoznog sloja oko kitozana $to
uzrokuje sporu difuziju fenolnih spojeva u Zelu€anu probavnu otopinu (Lee 1 sur., 2012).
Povecanjem pH vrijednosti okoline prelaskom u IP fazu, dolazi do smanjenja ionizacije

protoniranih amino skupina kitozana. To rezultira smanjenjem elektrostatskog odbijanja
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izmedu molekula kitozana i olak$ava prodiranje vode u inkapsulate te otpustanje fenolnih tvari.
Otpustanje UFL-a iz NA(1,5KZ)ic inkapsulata prati isti trend kao i NAjg inkapsulati, odnosno
najmanje koncentracije UFL-a su odredene nakon probave u GP te je vidljiv porast
koncentracije otpustenih UFL u IP za 1,6 — 2,2 puta u odnosu na GP (Slika 4.19 A — C) dok su
se BI vrijednosti za UFL u rasponu od 5,7 do 7,4 % (Slika 4.19 D). Slika 4.20 A — C prikazuje
otpustanje UPA tijekom simulirane probave svih NA(1,5KZ)is inkapsulata gdje je vidljivo da
su vece koncentracije UPA zabiljezene u OP fazi nego li u GP fazi, ali su i IP fazi detektirane
1,2 —4,6 puta vece koncentracije UPA u odnosu na GP fazu dok se B/ za UPA kretao u rasponu
od 1,3 do 2,4 % (Slika 4.20 D). Statisticka analiza utjecaja omotaca i ekstrakta prema
faktorskom ANOVA testu na B/ vrijednosti prikazana je Tablicama 4.22 — 4.24.

Tablica 4.22 Faktorski ANOVA test za Bl vrijednosti UF-a - znacajnost utjecaja (ne)omotaca (NIE,

NAig, NA-GAi6, NA-ZEL6) kod inkapsulacije ionskim geliranjem te veli¢ina efekta (doprinos faktora
i njihove interakcije varijanci skupa podataka)

Izvor varijacije ) df MS F p \;efl;;';a
Omota& 370294 4 92574 310686  0,0000 * 92,4 %
Ekstrakt 1608,3 2 804,1 269,87 0,0000 * 4,0 %

Omota x ekstrakt 1346,1 8 168,3 56,47 0,0000 * 32%

Pogreska 89,4 30 3,0

* statisticki znacajno uz p < 0,05

Tablica 4.23 Faktorski ANOVA test za Bl vrijednosti UFL-a - znacajnost utjecaja (ne)omotaca (NIE,
NAig, NA-GAi6, NA-ZELig) kod inkapsulacije ionskim geliranjem te veli¢ina efekta (doprinos faktora
i njihove interakcije varijanci skupa podataka)

Izvor varijacije SS df MS F p Velitina
Omotaé 351,193 4 87,798 972,01  0,0000 * 68.6 %
Ekstrakt 80273 2 40,136 44435  0,0000 * 15,7 %
Omotat x ekstrakt 77,528 8 9,691 107,29 0,0000 * 15,2 %
Pogreska 2,710 30 0,090

* statisticki znacajno uz p < 0,05

Tablica 4.24 Faktorski ANOVA test za BI vrijednosti UPA - znacajnost utjecaja (ne)omotaca (NIE,
NAig, NA-GAI, NA-ZELg) kod inkapsulacije ionskim geliranjem te veli¢ina efekta (doprinos faktora
i njihove interakcije varijanci skupa podataka)

Izvor varijacije SS af MS F P \;e;!:iitr;a
Omotac 51,4408 4 12,8602 40,389 0,0000 * 38,2 %
Ekstrakt 26,7916 2 13,3958 42,071 0,0000 * 19,9 %
Omotac x ekstrakt 46,8605 8 5,8576 18,396 0,0000 * 34,8 %
Pogreska 9,5523 30 0,3184

* statisticki znacajno uz p < 0,05
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Nakon provedene statisticke analize prema faktorskom ANOVA testu (Tablice 4.22 — 4.24)
dokazano je da su oba ispitivana faktora (omotac i ekstrakt) te njihova medusobna interakcija
imali su statisticki znaCajan utjecaj na Bl vrijednosti UF-a, UFL-a i UPA. Kod svih fenolnih
spojeva dominantan je bio utjecaj omotaca i to sa 92,4 % varijance kod B/ vrijednosti za UF,
68,6 % varijance kod BI vrijednosti UFL-a i 38,2 % varijance kod BI vrijednosti UPA te su
najveée vrijednost BI svih fenolnih spojeva odredene kada je koristen omotaé NA-ZELc. Kod
UF-a je samo 4,0 % varijance bila posljedica varijabilnosti faktora ,.ekstrakt”, uz najvece
vrijednosti B/ kod CS inkapsulata, dok je 3,2 % varijance bila posljedica interakcije izmedu ova
dva faktora. U slu¢aju UFL-a, samo 15,7 % varijance bila posljedica varijabilnosti faktora
»ekstrakt® uz najvece vrijednosti Bl kod CF inkapsulata, a 15,2 % varijance posljedica je
interakcije izmedu ova dva faktora. Kod UPA je 19,9 % varijance bila posljedica varijabilnosti
faktora ,,ekstrakt™ uz najvece marginalne srednje vrijednosti B/ kod CS inkapsulata, te je 34,8 %

varijance posljedica interakcije izmedu ova dva faktora.

4.4.4.2. Biodostupnost pojedina¢nih fenolnih spojeva

Rezultati kumulativnog otpustanja pojedinacnih fenolnih spojeva (fenolne kiseline, flavanoli,
flavonoli, stilbeni, antocijani) iz NIE te inkapsuliranih CS, CF 1 M ekstrakata ionskim
geliranjem tijekom tri faze simulirane probave in vitro prikazani su u Prilozima (Tablice P1.1-
1.3). Vrijednosti B/ prikazane su u Tablici 4.25 ali samo za one ekstrakte i inkapsulate za koje
je bilo moguce izracunati B odnosno koji su detektirani nakon kompletne probave odnosno
nakon [P faze probave (ukupno 15 spojeva: galna kiselina, 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina,
vanilinska kiselina, elaginska kiselina, o-kumarinska kiselina, p-kumarinska kiselina,
epikatehin, katehin, epikatehin galat, galokatehin galat, procijanidini B1 i1 B2, rutin, oenin
klorid i1 peonidin-3-O-glukozid klorid). Statisti¢ka analiza znaCajnosti utjecaja omotaca 1

ekstrakta na biodostupnost pojedinacnih fenola prikazana u Tablicama 4.25 1 4.26.

Tablica 4.25 Biodostupnost (BI, %) pojedina¢nih fenolnih spojeva iz NIE i razli¢itih inkapsulata
dobivenih ionskim geliranjem s obzirom na koristeni omota¢ (NAG, NA-GA16, NA-ZELig NA(1,5KZ)ic)
i ekstrakt tropa grozda (CS, CF, M) te statisticka znacajnost utjecaja omotaca i ekstrakta na B/ fenolnih
spojeva prema faktorskom ANOVA testu (Duncanov post-hoc test, p < 0,05)

Fenolni spoj Uzorak BI (%)"
Fenolne
kiseline
omotad / ekstrakt CSB CF A M€
NIE e 224+08 jk 1088+49 of  474+03 hi
Galna NAiG B 142,0+ 7,6 c 130,9+ 1,8 ?d 64,6 +4,3 h
fae NA-GAG y  1214+38 de 314+29 i 133,9+112 od
NA-ZELig o 310,4+16,5 b 331,2+19,5 a 95,7+ 1,8 fg
NA(1,5KZ)i 5  832+10 g 1221+11,5 de 92406 k
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Fenolni spoj Uzorak BI (%)"
omotad / ekstrakt CSB CF A M€
NIE ) 18,3+ 0,6 h 70,6 +0,4 fg 12,3+0,2 h
3,4-Dihidroksi- NAig v 42,7 +12,0 gh 2319+03 ¢ 40,8 +3,0 gh
benzojeva NA-GAg Y 109,6 £ 1,5 de 130,7+26,8 d 31,7+0,5 h
Kiselina NA-ZELig o  1127+527 de 7086+100 a  101,6+89  def
NA(LSKZ)is B 84,6+35 ef 3052408 b 200£04 h
omotad / ekstrakt CcsSA CF ¢ M B
NIE v 22,9+ 1,1 e 29,6 £0,0 [§ 22,1+0,7 [§
Vanilinska NAG § 39,2+1,9 d 225114 e 42.8+3,3 d
Kiselina NA-giAIG o 78,4 +3,0 b 29,6 £4,1 e 65,614 C
NA-ZELg § 92,7+ 13,9 a 0,0 f 0,0 f
NA(LSKZ)is & 402+00 d 0,0 f 0,0 f
omotad / ekstrakt CS¢ CFB M A
NIE 5  17+01  hi 1600 hi 155+05 ¢
Elaginska NAig o 59+0,5 fg 9,3+0,6 de 47,1+3,3 a
e NA-GAig vy 101+04 de 33+01 gh 16716 ¢
NA-ZELig § 9,0+3,2 de 31,9+ 1,1 b 16,2 +0,9 c
NA(LSKZ)g & 72+01  ef 104=1,1 d 0,0 i
omotad / ekstrakt CSB CF ¢ M A
NIE 5 787+124 i 481+03 i 61,706 i
- Kumarinka NAig B 6012+447 fo 5095+214 fg 1069,8+1585 d
Kiselina NA-g}AIG § 735,9+ 84 e 167,4+0,0 i 11959+70,8 ¢
NA-ZELig o 14443+1172 b 10099 +8,5 d 2024,1 £26,5 a
NA(1,5KZ)i6 y 4942400 g 627,4+403 ef 312728 h
omotad / ekstrakt CSB CF~ M B
NIE o 87,0+3,3 b 272,8+49,0 a 654+2,5 b
p-Kumarinska NAg § 0,0 c 0,0 C 0,0 c
Kiselina NA-gAIG B 0,0 C 0,0 C 0,0 c
NA-ZELig B 0,0 c 0,0 C 0,0 c
NA(LSKZ)s B 0,0 c 0,0 c 0,0 c
Flavanoli
omotad / ekstrakt CcsSA CF ¢ M B
NIE e 498=11 Kk 0,0 I 15602 1
NAig Y 402,0 £ 13,8 e 116,3+0,6 1 2952+ 16,7 f
Epikatehin NA-GAg B 6967+12 b 89,116 |  2787+50 f
NA-ZELg o 749,5 + 35,9 a 2260+7,5 g 532,9+3,2 C
NA(LSKZ)ig &  457,0£79 d  1435+54 h  1486+30 h
omotad / ekstrakt CSB CFB M A
NIE ) 0,0 d 0,0 d 0,0 d
NAig ) 0,0 d 0,0 d 0,0 d
Katehin NA-GAg B 0,0 d 0,0 d 24,9+4,0 b
NA-ZELig o 0,0 d 0,0 d 583+42 a
NA(LSKZ)G ¥ 0,0 d 0,0 d 123£0,0 ¢
omotad / ekstrakt CSB CF¢ M A
NIE € 116,8 £ 13,2 i 98,8 +0,2 i 88,7+ 8,8 i
Epikatehin NAiG v 699,1 +5,8 f 3452+ 18,5 h 814,2+ 74 [§
priate NA-GAg B 14413+217 ¢ 1172+11,8 i  999.8+356 d
galat NA-ZELig «  1559,1£94 b  4573+204 g 2727,5+362 a
NA(1,5KZ)i6 ) 807,4 + 61,7 e 4759+18,6 ¢ 370,7 + 8,9 h
omotad / ekstrakt CcsSA CF¢ M B
NIE 5 2514+104 1 1500+47 ] 2340+02 i
Galokatehin NAg v 692,4+3,2 f 379,0+8,2 h 701,1 +£33,2 f
alat NA-@A[G B 1183,8+199 ¢ 416,8+1,9 h 851,0+ 33,5 d
& NA-ZELig o 16064+560 a 7483+20 e  12533+26 b
NA(I5KZ)6 vy 7719453 e 3989+10,5 h 5282420 @
omotad / ekstrakt CSB CFB M A
NIE B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
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Fenolni spoj Uzorak BI (%)"
NAig B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
Procijanidin NA-GAg o 0,0 b 0,0 b 24,4+ 1,3 a
Bl NA-ZELig B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
NA(1,5KZ)i B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
omotad / ekstrakt CSB CFB M A
NIE v 0,0 c 0,0 c 0,0 c
Procijanidin NAig Y 0,0 ¢ 0,0 ¢ 0.0 ¢
B2 NA-@A[G B 0,0 c 0,0 c 58,5+0,6 b
NA-ZELig o 0,0 c 0,0 c 84,2+2,9 a
NA(1,5KZ)i y 0,0 c 0,0 c 0,0 c
Flavonoli
omotad / ekstrakt CSB CF A MB
NIE o 0,0 b 29,0+£2,8 a 0,0 b
NAiG B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
Rutin NA-GAiG B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
NA-ZELg B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
NA(1,5KZ)i B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
Antocijani
omotad / ekstrakt CSB CFB M A
NIE o 344+2.8 b 32,7+2,9 b 62,6 £4,5 a
NAiG B 0,0 d 0,0 d 0,0 d
Oenin klorid NA-GAg § 0,0 d 5,2+0,0 c 0,0 d
NA-ZELg § 0,0 d 0,0 d 0,0 d
NA(1,5KZ)i6 B 29401  dc 0,0 d 0,0 d
omotad / ekstrakt CSB CEFB M A
NIE o  247+43 b 240+29 b 24+59 a
Peonidin-3-0- NAg B 0,0 c 0,0 c 0,0 c
glukozid NA-GAG B 0,0 C 0,0 c 0,0 C
Klorid NA-ZELig B 0,0 c 0,0 c 0,0 c
NA(1,5KZ)i6 B 0,0 c 0,0 c 0,0 c

* srednje vrijednosti + SD pojedinih grupa podataka; razli¢ita slova (velika, mala te mala slova gréke abecede) oznacavaju
statisticki znacajno razli¢ite skupove podataka za svaki faktor

Tablica 4.26 Statisticka znacCajnost utjecaja omotaca (NAis, NA-GAg, NA-ZELig, NA(1,5KZ)i6) 1
ekstrakta tropa grozda (CS, CF i M) na B! pojedina¢nih fenolnih spojeva iz NIE i njihovih inkapsulata
dobivenih ionskim geliranjem prema faktorskom ANOVA testu te veli¢ina efekta (doprinos faktora i
njihove interakcije varijanci pojedinog skupa podataka)

Veli¢ina
Fenolni spoj Faktor D efekta
omotad 0,0000 * 55,1 %
Galna kiselina ekstrakt 0,0000 * 13,6 %
omotac x ekstrakt 0,0000 * 30,8 %
omotad 0,0000 * 28,7 %
3,4-Dihidroksibenzojeva kiselina ekstrakt 0,0000 * 40,6 %
omotac x ekstrakt 0,0000 * 30,3 %
omotad 0,0000 * 27,5 %
Fenolne kiseline Vanilinska kiselina ekstrakt 0,0000 * 34,0 %
omotac x ekstrakt 0,0000 * 37,5 %
omotad 0,0000 * 27,2 %
Elaginska kiselina ekstrakt 0,0000 * 17,5 %
omotac x ekstrakt 0,0000 * 54,6 %
omotac 0,0000 * 71,4 %
o-Kumarinska kiselina ekstrakt 0,0000 * 11,7 %
omotac x ekstrakt 0,0000 * 16,4 %
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omotac 0,0000 * 63,9 %

p-Kumarinska kiselina ekstrakt 0,0000 * 6,9 %

omota¢ x ekstrakt 0,0000 * 27,6 %

omotac 0,0000 * 45,6 %

Epikatehin ekstrakt 0,0000 * 39,8 %

omota¢ x ekstrakt 0,0000 * 14,5 %

omotac 0,0000 * 21,9 %

Katehin ekstrakt 0,0000 * 34,0 %

omotad x ekstrakt 0,0000 * 43,7 %

omotac 0,0000 * 48,8 %

Epikatehin galat ekstrakt 0,0000 * 20,4 %

Flavanoli omotaé x ekstrakt 0,0000 * 30,7 %
omotac 0,0000 * 66,2 %

Galokatehin galat ekstrakt 0,0000 * 24,5 %

omotac x ekstrakt 0,0000 * 9,2 %

omotac 0,0000 * 28,5 %

Procijanidin B1 ekstrakt 0,0000 * 14,3 %

omotad x ekstrakt 0,0000 * 57,1 %

omotac 0,0000 * 23,4 %

Procijanidin B2 ekstrakt 0,0000 * 29,6 %

omotac x ekstrakt 0,0000 * 46,9 %

omotac 0,0000 * 28,4 %

Flavonoli Rutin ekstrakt 0,0000 * 14,2 %
omotad x ekstrakt 0,0000 * 56,9 %

omotac 0,0000 * 87,8 %

Oenin klorid ekstrakt 0,0000 * 1,7 %
Antocijani omota¢ x ekstrakt 0,0000 * 10,2 %
omotac 0,0000 * 89,9 %

Peonidin-3-0O-glukozid-klorid ekstrakt 0,0013 * 1,8 %

omota¢ x ekstrakt 0,0001 * 7.1 %

* statisticki znacajan utjecaj uz p < 0,05

Faktorijalni ANOVA test pokazuje da su oba faktora odnosno omotac i ekstrakt imali statisticki
znacajan utjecaj na Bl vrijednosti pojedinac¢nih fenolnih spojeva kod inkapsulata dobivenih
ionskim geliranjem te da postoji statisticki znacajna interakcija izmedu faktora (Tablica 4.26).
Utjecaj faktora ,,omotac* bio je dominantan na varijabilnost B/ kod 11 pojedina¢nih fenolnih
spojeva (galna kiselina, elaginska kiselina, o-kumarinska kiselina, p-kumarinska kiselina,
epikatehin, epikatehin galat, galokatehin galat, procijanidini B1, rutin, oenin klorid i peonidin-
3-O-glukozid klorid) s 27,2 — 89,9 % varijance, dok je utjecaj faktora ,,ekstrakt™ imao najveci
utjecaj na varijabilnost Bl kod 4 fenolna spoja (3,4-dihidroksibenzojeva kiselina, vanilinska
kiselina, katehin, procijanidini B2) s 29,6 — 40,6 % varijance. Op¢enito, kod vecéine fenolnih
spojeva inkapsulacija ionskim geliranjem uz primjenu ispitivanih omotaa dovela je do
povecanja biodostupnosti u odnosu na NIE. Izuzetak su p-kumarinska kiselina, rutin, oenin
klorid i peonidin-3-O-glukozid klorid gdje inkapsulacija nije doprinijela povecanju njihove
biodostupnosti (Tablica 4.25). Nadalje, kod svih onih fenolnih spojeva kod kojih je

inkapsulacija poboljsala njihovu biodostupnost kao naju¢inkovitiji omotag isti¢e se NA-ZELig
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osim kod vanilinske kiseline, elaginske kiseline i procijanidina B1. U pogledu ekstrakata niti
jedan ekstrakt nije bio dominantan u pogledu najvece biodostupnosti svih fenolnih spojeva.
Navedeno je u skladu s dokazanim statisticki znacajnim utjecajem interakcije omotaca i
ekstrakta koji je s 7,1 — 57,1 % varijance utjecao na varijabilnost B/ podataka (Tablice 4.25 i
4.26).

Fenolne Kkiseline kvantificirane u IP fazi probave NIE i/ili svih inkapsulata bile su galna
kiselina, 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina, vanilinska, elaginska, o-kumarinska, p-kumarinska.
Galna kiselina otpusStala se u svim fazama probave iz svih NIE uzorka s najviSim
koncentracijama odredenim u IP fazi na osnovi ¢ega su izraCunate njezine B/ vrijednosti u
rasponu 22,4 —108,8 %. Isto tako bez obzira na koriSteni omotac i ekstrakt ova kiselina se
otpustala iz inkapsulata tijekom svih faza probave dosezuéi najvece koncentracije u IP fazi
probave. Izuzetak su bili M-NA-GA1g, M-NA-ZELc i M-(1,5KZ)i , kod kojih nije dokazana
galna kiselina u OP i GP fazi. Kod galne kiseline inkapsulacija je u vecini slu¢ajeva doprinijela
povecanju BI, a Bl vrijednosti bile su vece za 1,2 —6,3 puta kod NAjg inkapsulata, 1,4 —5,4 puta
kod NA-GAjc inkapsulata, 2,0 —13,9 puta kod NA-ZELig inkapsulata te 1,1 —3,7 puta kod
NA(1,5KZ)ic u odnosu na NIE.. Najveéi BI galne kiseline je odreden kod CF-NA-ZELig
inkapsulata (331,2 %). Ukoliko B/ fenolnog spoja iznosi preko 100 % to ukazuje na razgradnju
kompleksnijih fenolnih spojeva tijekom simulirane probave pri ¢emu su koncentracije
odredenog spoja viSe nego li prije probave. Prema pretpostavkama drugih autora (Olivas-
Aguirre 1 sur., 2016; Goszcz 1 sur., 2017) postoji mogucnost da je porast koncentracije galne
kiseline tijekom IP faze rezultat razgradnje antocijana oenin klorida 1 mirtilin klorida.
Otpustanje 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline iz NIE 1 iz svih CS, CF 1 M inkapsulata odvijalo
se samo u IP fazi probave. Bl ove kiseline za sve NIE kretao se u rasponu 12,3 — 70,6 % dok je
inkapsulacija utjecala na povecanje biodostupnosti 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline bez obzira
na primijenjeni omotac i1 ekstrakt te su B/ vrijednosti bile vece za 2,3 — 3,3 puta za NAig
inkapsulate; 1,9 — 6,0 puta za NA-GA|g inkapsulate; 6,2 — 10,0 puta za NA-ZELg inkapsulate
i 1,6 — 4,6 puta za NA(1,5KZ)ig inkapsulate. Najve¢i BI odreden je kod CF-NA-ZELig
inkapsulata (708,6 %). Vanilinska kiselina, slicno 3,4-dihidroksibenzojevoj kiselini,
identificirana je i1 kvantificirana samo u otopini IP faze za sve NIE i sve CS inkapsulate dok
kod NA-ZELG i NA(1,5KZ)ic inkapsulata koji sadrze CF i M ekstrakte nije detektirana ova
kiselina u crijevnoj fazi i stoga joj nije bilo moguce odrediti niti B/ za ove uzorke (Tablice 4.3
1 4.25, Tablice P1.1 — P1.3). Probavom NIE postignut je B/ vanilinske kiseline u rasponu od
22,1 do 29,6 %, a inkapsulacijom pomoc¢u NAG je postignut je ve¢i Bl za 1,7 do 1,9 puta te
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pomocu omotaca NA-GAjg veci Bl za 3,0 — 3,4 put u odnosu na NIE. Nakon probave CS-NA-
ZELi inkapsulata BI vanilinske kiseline bio je za 4,0 puta veéi u odnosu na BI vrijednost NIE,
anakon probave CS-NA(1,5KZ)c inkapsulata za 1,8 puta ve¢i u odnosu na NIE. CF inkapsulati
nisu doprinijeli povecanju Bl vanilinske kiseline. Ukoliko se promatraju svi inkapsulati, najveci
BI vanilinske kiseline postignut je nakon probave CS-NA-ZELc inkapsulata a iznosio je 92,7
%. Budu¢i da se vanilinska i 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina pojavljuju tek u IP fazi probave
moze se pretpostaviti da nastaju kao produkt razgradnje antocijana prisutnih u ekstraktima
(Olivas-Aguirre 1 sur., 2016). Takoder, 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina moze nastati kao
produkt razgradnje vanilinske kiseline koja pak potjeCe od razgradnje ferulinske kiseline
(Calani i sur., 2014) koja je detektirana i kvantificirana u pocetnim NIE uzorcima. Siringinska
kiselina identificirana je 1 kvantificirana u OP 1/ili GP tijekom simulirane probave NIE uzoraka.
U slucaju svih ispitivanih inkapsulata, siringinska kiselina nije detektirana u IP fazi, stoga B/
ove fenolne kiseline nije bilo moguée izracunati iako je za neke inkapsulate (CS-NA(1,5KZ)iq,
CF-NAig, CF-NA-ZELiG i CF-NA(1,5KZ)i6 zabiljeZeno otpustanje u ranijim fazama probave
(Tablice 4.3 i1 4.25, Tablice P1.1 — P1.3). Otpustena elaginska kiselina iz svih NIE uzorka
detektirana je samo u IP fazi dok je profil otpustanja ove kiseline iz inkapsulata varirao kroz
sve faze ovisno o ekstraktu i omotacu. B/ vrijednosti NIE bile su niske 1 kretale su se u rasponu
od 1,6 % do 15,5 %. Generalno, inkapsulacija je utjecala na povecanje B/ elaginske kiseline u
odnosu na NIE te su B/ vrijednosti bile 3,0 — 5,8 puta vece za NAjg inkapsulate; 1,1 — 5,9 puta
veée za NA-GAjg inkapsulate; 5,3 —19,9 puta vece za NA-ZEL g inkapsulate te 4,2 -6,5 puta
veée za NA(1,5KZ)ic inkapsulate, dok je opéenito najveca biodostupnost (Bl = 47,1 %)
odredena kod M-NAjg inkapsulata. Izuzetak su bili M-NA(1,5KZ)g inkapsulata kod kojih nije
bilo moguce odrediti BI jer ova kiselina nije detektirana u IP fazi. o-kumarinska kiselina se iz
svih NIE uzorka otpustala isklju¢ivo u IP fazi probave, a B/ ove fenolne kiseline kretao se u
rasponu od 48,1 % do 78,7 %. Kod svih inkapsulata o-kumarinska kiselina nije detektirana u
OP, nego je kod vecine inkapsulata detektirana tek od GP faze 1 u IP fazi, uz iznimke za CF-
NA-GAjG inkapsulate 1 M-NA(1,5KZ) 16 inkapsulate kod kojih je otpustanje o-kumarinske
kiseline uoc¢eno samo u IP fazi. U pogledu B/ vrijednosti, inkapsulacija je dovela do povecanja
BI vrijednosti o-kumarinske kiseline u odnosu na NIE (7,6 — 17,3 puta veca Bl kod NAig
inkapsulata; 3,5 — 19,4 puta veca Bl kod NA-GAc inkapsulata; 18,4 — 32,8 puta vec¢a B/ kod
NA-ZELi inkapsulata te 4,2 -6,5 puta ve¢a BI kod NA(1,5KZ)ic inkapsulata) pri emu su
najveée BI vrijednosti (2024,1 %) dobivene nakon simulirane probave M-NA-ZELg
inkapsulata. Sto se ti¢e p-kumarinske kiseline, ona se otpustala samo iz NIE tijekom in vitro

simulirane probave kroz sve faze, a najvece koncentracije odredene su u IP fazi, te je najveci
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BI (272,8 %) imao je uzorak CF-NIE. p-Hidroksibenzojeva, kafeinska i ferulinska kiselina
kvantificirane su samo u NIE uzorcima prije probave te nije bilo moguce izra¢unati Bl ovih
spojeva (Tablice 4.3 i 4.25, Tablice P1.1 — P1.3).

Flavanoli epikatehin, katehin, epikatehin galat, galokatehin galat te procijanidin B1 i B2
kvantificirani su tijekom simulirane probave NIE i inkapsulata, ovisno o uzorku. Trend
otpustanja epikatehina tijekom faza simulirane probave NIE se razlikovao s obzirom na
ispitivani ekstrakt, a B/ epikatehina uspjesno je odreden nakon simulirane probave NIE-CS
(49,8 %) 1 NIE-M (15,6 %) dok ga kod CF nije bilo moguce odrediti budu¢i da nije detektiran
u IP fazi. Otpustanje epikatehina iz svih CF i M inkapsulata te CS-NA-ZELg inkapsulata
odvijalo se kroz sve faze simulirane probave, a u najve¢im koncentracijama odreden je u
probavnoj otopini IP faze dok se epikatehin iz ostalih CS inkapsulata otpustao samo u IP fazi
probave. U probavnoj otopini IP faze, koncentracije epikatehina za ve¢inu inkapsulata (osim za
CF-NA-GA G inkapsulate) bile su ve¢e od pocetnih koncentracija prije probave sto je rezultiralo
s BI vrijednostima ve¢im od 100 %. Opcéenito inkapsulacija je povecala biodostupnost
epikatehina u odnosu na NIE za 8,1 — 18,9 puta kod NAig inkapsulata; 14,0 — 17,9 puta kod
NA-GAjG inkapsulata, 15,1 — 34,2 puta NA-ZELig inkapsulata te 9,2 — 9,5 puta NA-(1,5KZ)iq,
a najveéi BI (749,5 %) je odreden kod CS-NA-ZELic. Povecanje koncentracije epikatehina
moze se objasniti razgradnjom procijanidina B2, koji je polimer jedinica epikatehina, tijekom
GP faze (Bouayed i sur., 2012), te se moze pretpostaviti da je to takoder utjecalo na vise
vrijednosti B/ od 100 %. Katehin je tijekom simulirane probave svih NIE identificiran i
kvantificiran samo u OP 1 GP fazi dok s duge strane nije uocen uniforman trend otpustanja
katehina iz svih inkapsulata. Naime, iz CS-NAig i CS-NA-ZELig inkapsulata vidljivo je
otpustanje katehina isklju¢ivo u OP, a iz ostalih CS inkapsulata katehin nije detektiran tijekom
cijele probave. Nadalje, katehin je identificiran i kvantificiran u OP 1 GP fazi vecine CF
inkapsulata, izuzev CF-NA-GAjg inkapsulata tijekom c¢ije je probave detektiran samo u OP
fazi. Iz M-NAg inkapsulata katehin se otpustao isklju¢ivo tijekom OP i GP, a iz M-NA-ZELig
inkapsulata samo tijekom IP faze. Nadalje, otpusStanje katehina uocCeno je tijekom svih faza
probave iz M-NA-GA|c inkapsulata te tijjekom OP 1 GP iz M-NA(1,5KZ)ic inkapsulata. S
obzirom na navedeno, B/ vrijednosti je jedino bilo moguce izraunati za M-NA-GAg, M-NA-
ZELic, M-NA(1,5KZ)i6 koje su iznosile 24,9 %, 58,3 %, odnosno 12,3 %. Epikatehin galat
tijekom simulirane probave CS-NIE uzorka detektiran je u OP 1 IP fazi, a kod ostalih NIE
uzoraka samo u IP. Ovaj flavanol je iz inkapsulata uglavnom, ovisno o ekstraktu, detektiran u
GP i IP fazama uz iznimku za CF-NAjc gdje je detektiran i u OP fazi. Primijeceno je i da su u

otopini GP faze kod vecine inkapsulata odredene vece koncentracije epikatehin galata nego u
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NIE prije probave (Tablica 4.3), a iznimka su CF-NA-GAjg inkapsulati kod kojih je veca
koncentracija odredena tek u IP fazi. Inkapsulacija je poboljsala biodostupnost ovog flavanola
1to 3,5 - 9,2 puta kod NAjg inkapsulata;1,2 —12,3 puta kod NA-GA|c inkapsulata; 4,6 —30,7
puta kod NA-ZELg inkapsulata i 4,2 — 6,9 puta kod NA(1,5KZ)6 inkapsulata u odnosu na NIE
uzorke ¢iji se BI kretao u rasponu od 88,7 % do 116,8 %. Najveci BI za epikatehin galat odreden
je kod M-NA-ZELG (2727,5 %). Galokatehin galat se otpustao tijekom probave kroz sve tri
faze iz M-NIE dok je kod uzorka CS-NIE i CF-NIE kvantificiran samo u IP fazi probave. Trend
otpustanja galokatehin galata bio je slican kod vecine inkapsulata uz nekoliko iznimki. Naime,
u OP i GP uoceno je otpustanje galokatehin galata iz CFE-NA(1,5KZ)ic inkapsulata te u OP
fazi iz ME-NAjc inkapsulata, dok se iz preostalih inkapsulata galokatehin galat otpustao
iskljucivo u IP fazi. Inkapsulacija je imala pozitivan utjecaj na B[ galokatehin galata te je
uoceno povecanje vrijednosti s obzirom na NIE za 2,5 — 3,0 puta kod NAc inkapsulata, 2,8 —
3,6 puta kod NA-GAc inkapsulata, 5,0 — 6,4 puta kod NA-ZELig inkapsulata te 2,3 — 3,1 puta
kod NA-(1,5KZ)i6, a najveéi BI (1606,4 %) je odreden kod CS-NA-ZELig. Procijanidin B1 je
kod svih NIE identificiran 1 kvantificiran samo u ranijim fazama probave odnosno u OP i GP
ovisno o ekstraktu. Samo je kod M-NA-GA|g inkapsulata procijanidin B1 detektiran u IP fazi
Sto je omogucilo odredivanje BI koji je iznosio 24,4 %, dok je kod ostalih inkapsulata ovaj
flavanol detektiran samo u ranijim fazama probave kao 1 NIE. Procijanidin B2 identificiran je 1
kvantificiran u otopinama OP i GP faze tijekom probave svih NIE te nije bilo moguce odrediti
njegov BI. Prilikom simulirane probave inkapsulata uo¢eno je otpustanje procijanidina B2 u
svim fazama probave samo iz M-NA-GAg i M-NA-ZELjG inkapsulata dok se kod ostalih
inkapsulata otpustanje odvijalo samo u ranijim fazama probave. Stoga je Bl odreden samo za
navedene inkapsulate i iznosio je iznosio 58,5 % za M-NA-GAG i 84,2 % za M-NA-ZELg
inkapsulate. Ovi procijanidini su takoder poznati i kao kondenzirani tanini i u svojoj strukturi
sadrZe jednostavnije flavanole kao §to su katehin i epikatehin. U kiselom mediju podlozZni su
razgradnji te se u otopini OP faze Cesto depolimeriziraju u katehin 1 epikatehin, a zatim se
depolimerizacija moZe nastaviti i u fazi tankog crijeva (Niwano i sur., 2022) (Tablice 4.3 14.25,
Tablice P1.1 — P1.3).

Flavonol rutin se otpustao kroz tri faze samo iz CF-NIE te mu je B/ iznosio 29 %, dok se iz
drugih NIE otpusStao u ranijim fazama probave. U slucaju inkapsulata nije zabiljezeno
otpusStanje rutina. Flavanoli kvecetin 1 kemferol bili su prisutni u NIE prije probave dok je nakon
probave samo kvercetin detektiran u ranijim fazama probave NIE uzoraka. Rezultati pokazuju
da inkapsulacija ispitanim omotac¢ima nije imala pozitivan utjecaj na B/ flavonola. (Tablice 4.3

14.25, Tablice P1.1 — P1.3).
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Stilbeni resveratrol i g-viniferin kvantificirani su samo prije probave u NIE dok nakon in vitro
simulirane probave nisu detektirani niti u NIE niti u inkapsulatima te B/ indeks nije bilo moguce
izraunati (Tablice 4.3 1 4.25, Tablice P1.1 — P1.3) .

Antocijani koji su detektirani u svim fazama probave NIE uzoraka bili su oenin klorid 1
peonidin-3-O-glukozid klorid dok su mirtilin klorid (uz izuzetak kod M-NIE gdje nije
detektiran ovaj spoj niti u jednoj fazi probave) i petunidin klorid kvantificirani samo u ranijim
fazama probave (OP i/ili GP) pa za njih nije bilo mogudée izra¢unati Bl. Kuromanin klorid
detektiran je u svim NIE prije probave, dok je kalistefin klorid detektirani samo u CF-NIE prije
probave. Kod antocijana koji nisu detektirani tijekom probave uzrok moze biti njihova niska
pocetna koncentracija. Antocijani su u vodi topive protonirane molekule koje su osjetljive na
promjene pH vrijednosti i zbog toga podlijezu brojnim promjenama tijekom probave (Braga i
sur., 2018). Kamonpatana i sur. (2012; 2014) dokazali su da blago luznati pH sline moze imati
utjecaj na antocijane i da reakcije biotransformacija antocijana zapocinju ve¢ u usnoj Supljini
Sto je vidljivo i iz dobivenih rezultata. Prelaskom iz OP u GP fazu pH se mijenjaiz 7u 1,5 —
3,5 S§to je optimalan pH vrijednost za odrzavanje prirodnog strukturnog oblika antocijana
(Castaneda-Ovando i sur., 2009) te su upravo u GP fazi otpustene najveée koncentracije oenin
klorida i peonidin-3-0O-glukozid klorida iz svih NIE i petunidin klorida iz CF-NIE. U IP uslijed
neutralnog pH dolazi do razgradnje antocijana u molekule manje molekularne mase poput
fenolnih kiselina (Braga 1 sur., 2018). Iz navedenog, izracunat je B/ za sve NIE u rasponu od
32,7 % do 62,6 % za oenin klorid 1 u rasponu od 24,0 do 42,4 % za peonidin-3-O-glukozid
klorid.

Sveukupno, bez obzira na primijenjeni ekstrakt i omotac inkapsulacija je u vecini slucajeva
pridonijela poveéanju biodostupnosti pojedina¢nih fenolnih spojeva. NAjs inkapsulati
rezultirali s Bl vrijednostima ve¢im za 1,2 —10,6 puta u odnosu na NIE, NA-GA|c inkapsulati
za 1,1 — 19,4 puta, NA-ZELig inkapsulati za 2,0 — 34,2 puta ve¢im B/ te NA (1,5 KZ)i 1,1 —
13,0 puta ve¢im vrijednostima u odnosu na NIE. Najvece vrijednosti B/ nakon simulacije

probave inkapsulata odredene su za galokatehin galat, o-kumarinsku kiselinu i epikatehin galat.

4.5. INKAPSULACIJA EKSTRAKATA TROPA GROZPA METODOM
SUSENJA ZAMRZAVANJEM

Ekstrakti tropa grozda CS, CF i M inkapsulirani su metodom suSenja zamrzavanjem pomocu

tri odabrana omotaéa (NAsz, NA-GAsz, NA-ZELsz). Odredena je u¢inkovitost inkapsulacije

fenolnih spojeva ekstrakata tropa grozda ovom metodom (EEsz) prema izrazu (3.27) te

procijenjen utjecaj ekstrakta i omotaca na svojstva dobivenih inkapsulata poput morfologije 1
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amorfnosti, odnosno kristali¢nosti. Nadalje, procijenjen je udio otpustenih fenolnih spojeva iz
inkapsulata u pojedinim fazama probave tijekom in vitro simulirane probave bez prisustva
enzima te indeks biodostupnosti fenolnih spojeva iz NIE 1 inkapsulata nakon simulirane

probave uz prisustvo enzima.

4.5.1. Ucinkovitost inkapsulacije fenolnih spojeva suSenjem zamrzavanjem
za razlicite inkapsulate - utjecaj omotaca i ekstrakta

Podaci za EEsz ekstrakata CS, CF i M bogatih fenolnim tvarima kao i statisticka analiza utjecaja

omotaca i ekstrakta na EEsz prikazani su na Slici 4.21. 1 u Tablici 4.27.

120 - ° °
98,30 97,98 97,02
100 - 9340 2 0074 - 91,67 -
= = 4.2 =
83;90 79.79 84,29
80 - E
9
L,?’ 60
53]
40 ~
20
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CS inkapsulati CF inkapsulati M inkapsulati
A B A
NAgz () NA-GAs; (B) NA'ZELSZ (@)

Slika 4.21 Ucinkovitost inkapsulacije suSenjem zamrzavanjem (EEsz, %) ekstrakata tropa grozda
bogatih fenolnim spojevima (CS, CF i M inkapsulati) pomocu razli¢itih omotaca (NAsz, NA-GAsz 1
NA-ZELsz). Razli¢ita velika i mala te slova gréke abecede ozna¢avaju skupine podataka koje se
medusobno statisticki znac¢ajno razlikuju prema faktorskom ANOVA testu i Duncanovom post-hoc
testu uz p <0,05.

Tablica 4.27 Faktorski ANOVA test za EEsz - znacajnost utjecaja omotaca (NAsz, NA-GAsz, NA-
ZELsyz) 1 ekstrakta tropa grozda (CS, CF i M) kod inkapsulacije metodom suZenje zamrzavanjem te
veli¢ina efekta (doprinos faktora i njihove interakcije varijanci pojedinog skupa podataka)

Izvor varijacije SS af MS F P \;efl:lc“(itr;a
Ekstrakt 25,7 2 12,9 9,2 0,0018 * 2,3 %
Omotac 1045,4 2 522,7 373,3 0,0000 * 93,2 %
Ekstrakt x omotac 25,2 4 6,3 4,5 0,0108 * 22%

Pogreska 25,2 18 1,4

* statisticki znacajno uz p < 0,05
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Rezultati pokazuju da je ostvarena bolja EEsz kada je natrij alginatu dodavan dodatni omotac
kod svih ispitivanih inkapsulata odnosno te su vrijednosti za EEsz iznosile 79,79 — 84,29 % za
sve NAsz inkapsulate, 90,74 — 93,40 % za NA-GAsz inkapsulate te 97,02 — 98,30 % za
NA-ZELsz inkapsulate. Statisti¢ka analiza je, prema faktorskom ANOVA testu, pokazala da su
oba faktora (ekstrakt i omotac) imala su statisticki znacajan utjecaj (p < 0,05) na EEsz te da
postoji statisticki zna€ajna interakcija izmedu njih. Pri tome je 93,2 % varijance svih podatka
posljedica varijabilnosti faktora ,,omotac®, pri ¢emu je najveéi utjecaj na EEsz imao omotac
NA-ZELsz, a najmanji NAsz. Varijabilnost faktora ,.ekstrakt uzrokovalo je samo 2,3 %
varijance, pri cemu je vidljivo da se EEsz za CF inkapsulate statisticki znacajno razlikovao od
EEsz za CS 1 M inkapsulate. Interakcija izmedu utjecaja ekstrakta i omotaca utjecala je na

varijancu s 2,2 % (Slika 4.21, Tablica 4.27).

Analogno ionskom geliranju, moZe se pretpostaviti da poboljSanje EEsz pri upotrebi dodatnih
omotaca proizlazi iz njihovih specifi¢nih karakteristika i mogucnosti interakcije s fenolnim
spojevima ekstrakata tropa grozda. Konkretno, upotreba GA ili ZEL tijekom inkapsulacije
znacajno povecava EE zbog njihovog sadrzaja proteina, koji poti¢e stvaranje hidrofobnih i
vodikovih veza s fenolnim spojevima sadrZzanim u ekstraktima tropa grozda. Ove interakcije su
dodatno pojacane sposobnoSc¢u proteina da se veze sa slobodnim karboksilnim skupinama ovih

polimera (L1 1 sur., 2009; Jyothi i sur., 2010).

Dobiveni rezultati u skladu su s postoje¢om literaturom (Fang i Bhandari, 2012) koja istice
utjecaj omotaca na ishod inkapsulacije te ukazuju na sinergisticki u¢inak kombiniranja NA-GA
ili NA-ZEL omotaca, $to dovodi do veée EE. Osim toga, svojstva emulgiranja i geliranja kod
GA (Mariod, 2018) te sposobnost ZEL da poboljia mehani¢ku &vrstoéu i svojstva zastite od
okolisnih utjecaja (Tyuftin 1 Kerry, 2021) takoder doprinose poboljSanju EE osiguravanjem
ucinkovitijeg procesa inkapsulacije i smanjenjem gubitka fenolnih spojeva tijekom suSenja
zamrzavanjem. Ovi rezultati upucuju na to da je postizanje optimalne EE klju¢no za oCuvanje
stabilnosti bioaktivnih spojeva tijekom procesa susenja zamrzavanjem te za njihovu ucinkovitu

primjenu u formulacijama hrane 1 dodataka prehrani.

4.5.2. Morfologija razlicitih inkapsulata dobivenih metodom suSenja
zamrzavanjem

Analizirana je morfologija razli¢itth CS, CF i M inkapsulata, pripremljenih s razli¢itim
omota¢ima (NAsz, NA-GAsz, NA-ZELs;) pomoc¢u inkapsulacije suSenjem zamrzavanjem,

pomoc¢u SEM-a, a dobivene slike su prikazane na Slici 4.22.
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NAsz NA-GAsz NA-ZELsz

CF inkapsulati CS inkaspulti

M inkapsualti

Slika 4.22 SEM slike (povecanje 300 x) CS, CF i M inkapsulata dobivenih suSenjem zamrzavanjem
pomocu razli¢itih omotaca (NAsz, NA-GAsz, NA-ZELsz)

Inkapsulati dobiveni postupkom inkapsulacije suSenjem zamrzavanjem pokazuju povrSinsku
morfologiju koja je karakterizirana ispucanim, plo€astim izgledom te teksturom koja podsjeca
na piljevinu (Slici 4.22) $to je u skladu s istrazivanjima drugih autora u podrucju inkapsulacije
suSenjem zamrzavanjem (Ballesteros i sur., 2017; Ravichai i Muangrat, 2019). Osim ovih
karakteristika, inkapsulati su takoder pokazali podrucja glatkih povrSina, pridonoseci tako
raznolikom morfoloskom profilu. Takve fizikalne karakteristike ukazuju na visok stupanj
krhkosti, $to omoguéuje njihovo lako razbijanje na manje Cestice (Zuidam i Shimoni, 2002).
Ova lomljivost je kljuéni ¢imbenik za rukovanje, skladiStenje i mogucnosti primjene praskastih
materijala u farmaceutskoj, prehrambenoj i kozmetic¢koj industriji te biotehnologiji, budu¢i da

moze utjecati na topljivost, bioraspolozivost i mehanizme otpustanja inkapsuliranih spojeva.

4.5.3. Termofizikalna analiza razlicitih inkapsulata dobivenih suSenjem
zamrzavanjem

XRPD 1 DSC analize su provedene s ciljem ispitivanja svojstva kristalicnosti, odnosno

amorfnosti CS, CF 1 M inkapsulata (Slika 4.23 A i B).
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Slika 4.23 XRPD difraktogrami (A) i DSC termogrami (B) CS, CF i M inkapsulata pripremljenih
inkapsulacijom susenjem zamrzavanjem pomoc¢u omotaca: NAsz, NA-GAsz, NA-ZELsz

Vidljivo je da su NAsz, NA-GAsz i NA-ZELsz inkapsulati amorfne strukture, §to se o¢itovalo
odsutnoséu ostrih difrakcijskih vrhova (Slika 4.23 A) kao Sto je to bilo i u slucaju koristenih
omotaca (Slika 4.13 A). S druge strane, koristeni ekstrakti pokazivali su jasno definirane oStre

vrhove u XRPD spektru, $to sugerira njihovu kristalnu strukturu (Slika 4.14 A).

Rezultati upucuju na cCinjenicu da suSenje zamrzavanjem kao metoda inkapsulacije potice
promjenu kristalne strukture ekstrakata u amorfnu strukturu inkapsulata. Ova transformacija u
amorfno stanje tijekom inkapsulacije metodom suSenja zamrzavanjem potvrdena je u nizu
istrazivanja i1 naglasava njezinu vaznost u poboljSanju topljivosti i bioraspolozivosti aktivnih

tvari ekstrakata kao i inkapsuliranih aktivnih spojeva (Tao i sur., 2017; Papoutsis i sur., 2018).

XRPD rezultati dodatno su potkrijepljeni DSC analizom. DSC termogrami pokazuju Siroke

vrhove kako u ¢istim omota¢ima (Slika 4.13 B) tako i u inkapsulatima (Slika 4.23 B), Sto
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ukazuje na gubitak vode tijekom toplinske analize. Ovo je karakteristicna pojava prisutna kod
materijala s amorfnom ili polukristalnom strukturom, kod kojih se ovakvi Siroki vrhovi
povezuju sa isparavanjem slobodne vode iz uzorka (Archana i sur., 2013; Arab i1 sur., 2021).
Nasuprot tome, ekstrakti su pokazali jasne i ostre endotermne vrhove (Slika 4.14 B). Ovi ostri
prijelazi karakteristi¢ni su za tocku taljenja kristalnih ekstrakata pri temperaturama od 268,83

do 269,67 °C ovisno o ekstraktu.

4.5.4. Profil i kinetika otpuStanja ukupnih fenolnih spojeva iz razlicitih
inkapsulata dobivenih suSenjem zamrzavanjem

Profil kumulativnog otpusStanja UF-a iz CS, CF i M inkapsulata dobivenih suSenjem

zamrzavanjem pomocéu omotaéa (NAsz, NA-GAsz, NA-ZELsz) pracen je kroz tri faze

simulirane probave (OP, GP i IP) bez prisustva enzima u ukupnom trajanju 243 minute, a

rezultati su prikazani na Slici 4.24 A-C. Udio otpustenih UF-a u svakoj fazi probave od ukupno

otpustenih UF-a nakon kompletne probave prikazan je Slikom 4.25.
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Slika 4.24 Kumulativno otpustanje UF-a iz CS (A), CF (B) i M (C) inkapsulata (IN u indeksu
mjerne jedinice) dobivenih inkapsulacijom susenjem zamrzavanjem (SZ u indeksu) pomocu
omotaca NAsz, NA-GAsz, NA-ZELsz
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Slika 4.25 Udio otpustenih UF-a iz CS, CF i M inkapsulata dobivenih inkapsulacijom
su§enjem zamrzavanjem pomoéu razli¢itih omotada (NAsz, NA-GAsz, NA-ZELsz) na kraju
svake gastrointestinalne faze: OP; — oralne faze, GP123 — ZeluCane faze, IP243 — crijevne faze

(broj u indeksu oznacava trajanje probave racunajuci od pocetka probave)

Profil kumulativnog otpustanja UF-a iz svih NAsz inkapsulata pokazuje postupni porast
masenog udjela UF od pocetka OP (27,41 — 33,76 mgcar/gm) do kraja GP (39,08 — 50,25
mMEGAE/ZIN) te s neznatnim porastom masenog udjela UF-a u IP fazi (40,64 — 53,28 mgcar/giN)
u odnosu na GP (izuzetak su CF-NAsz inkapsulati). Isto tako tijekom cijele GP i IP nije uocen
jasan trend porasta ili pada masenog udjela UF-a iz ovih inkapsulata ve¢ su vidljive oscilacije

UF-a (Slika 4.24 A — C). Svi inkapsulati pripremljeni s NAsz pokazali su stabilno otpuStanje u
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OP fazi (54,53 — 68,80 %) 1 GP fazi (28,72 — 39,79 %), s ograni¢enim otpustanjem u IP (3,83—
5,68 %) (Slika 4.25), Sto ukazuje na to da on nije idealan omotac kada se zeli posti¢i otpusStenje
UF-a u crijevima odnosno na ciljanom mjestu apsorpcije. Nadalje, vidljive su negativne
vrijednosti za udio otpuStenih UF-a u IP kod CF-NAsz inkapsulata (-0,77 %) (Slika 4.25) Sto
je posljedica otpustanja vecih koncentracija UF-a na kraju GP nego na kraju IP kao $to se moze

uoditi na Slici 4.24 B.

NA-GAsz inkapsulati sa CS 1 CF ekstraktima pokazuju relativno ujednacen profil kumulativnog
otpustanja UF-a. Nakon OP, u GP se uocava jednoliko otpusStanje bez velikih razlika u
koncentracijama UF-a, a zatim na kraju GP dolazi do poveéanja otpustanja (32,30 — 41,08
mggar/gm). Prelaskom u IP dolazi do daljnjeg povecanja kumulativnog otpustanja UF-a, ali i
brzog pada koncentracije kod oba inkapsulata (Slika 4.24 A i B). Sto se tite M-NA-GAsz
inkapsulata, ve¢ u OP se primjecuje veca koncentracija otpustenih UF-a (32,65 mgcae/giv) nego
§to je otpustena iz preostala dva NA-GAsz inkapsulata, ali i iz M-NAsz i M-NA-ZELsz
inkapsulata. Tijekom GP su vidljive oscilacije u otpustanju UF-a, a zatim u IP nema znatnih
promjena u kumulativnom otpustanju u odnosu na GP (Slika 4.24 C). Nadalje, iz Slika 4.25
moze se vidjeti da svi NA-GAsz inkapsulati pokazuju sli¢an trend u udjelu otpustenih UF-a sa
NAsz inkapsulatima (OP > GP > IP) te je u OP otpusteno 67,88 — 71,20 % UF-a, zatim u GP
18,86 — 31,43 % i najmanje u IP u rasponu od 0,70 do 9,95 %.

CS-NA-ZELsz inkapsulati pokazuju minimalno otpustanje tijekom OP, nakon &ega slijedi
blago povecanje u GP 1 zatim smanjenje kumulativnog otpusStanja UF-a do kraja GP. Medutim,
prelaskom u IP uoceno je znacajno povecanje otpusStanja i stabilan trend tijekom ove faze (Slika
4.24 A). Sli¢an trend pratili su i NA-ZELsz inkapsulati sa CF i M ekstrakte, uz iznimku da se
kod CF-NA-ZELsz inkapsulata nakon OP kumulativno otpustanje UF-a tijekom GP smanjivalo
(Slika 4.24 B i C). Svi inkapsulati pripremljeni s kombinacijom omotaéa NA-ZELs, pokazali
su negativne vrijednosti kumulativnog otpustanja UF-a u GP od -13,39 do -39,98 %, a zatim
odli¢no otpustanje u IP (30,51 — 56,46 %) (Slika 4.25). Ovo upucuje na prethodno vidljive
rezultate iz Slike 4.24 A — C gdje se u GP otpustaju nize koncentracije UF-a nego u IP, a ujedno
i na to da kombinacija NA-ZELsz omogu¢ava najpozeljniji profil otpustanja, odnosno najbolju
zaStitu tijekom zeluCane faze te osigurava vece i postepeno otpustanje UF-a u crijevnoj fazi Sto

bi moglo znaciti i potencijalno bolju apsorpciju UF-a u crijevnoj fazi.

Za opisivanje kinetike otpusStanja UF-a ispitani su modeli prvog reda, Higuchi, Korsmeyer-
Peppas 1 Hixson-Crowell model (Slika P2.1), a parametri modela 1 statisticki kriteriji koriSteni

za procjenu uspjeSnosti aproksimacije eksperimentalnih podataka prikazani su u Tablici 4.28.
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Model prvog reda, Higuchi i Hixson-Crowell model, pokazali su negativne vrijednosti
prilagodenog koeficijenta determinacije (R%.qj) za veéinu ispitanih inkapsulata, sugerirajuéi losu
aproksimaciju eksperimentalnih podataka. Korsmeyer-Peppas model, s druge strane, pokazao
je visoke vrijednosti R%qj za sve NAy, inkapsulate (0,889 — 0,963) i NA-GAsz inkapsulate
(0,873 — 0,951) sto ukazuje da ovaj model dobro aproksimira eksperimentalno dobivene
podatke za kinetiku otpustanja UF-a u ispitivanim uvjetima. Za NA-ZELsz inkapsulate
Korsmeyer-Peppas model pokazao je nesto nize R?qj vrijednosti za CS i CF inkapsulate (0,462
—0,611), dok je znacajno da se kinetika otpustanja UF-a iz M-NA-ZELsz inkapsulata nije mogla

opisati ovim modelom te parametre modela nije bilo moguce odrediti (Tablica 4.28).

Tablica 4.28 Procijenjeni parametri primijenjenih matematickih modela za opisivanje kinetike
otpustanja UF-a (ki, ku, kuc, kxp — konstante otpustanja za odgovaraju¢i model; n — eksponent
difuzije) iz CS, CF i M inkapsulata pripremljenih inkapsulacijom suSenjem zamrzavanjem pomocu
razli¢itih omotaca (NAsz, NA-GAsz i NA-ZELs;) te statisticki kriteriji uspje$nosti aproksimacije
modela (R%g — prilagodeni koeficijent determinacije, AIC — Akaike informacijski kriterij, MSC —
kriterij odabira modela)

Konstante brzine otpuStanja i statisti¢ki kriteriji uspjeSnosti aproksimacije modela

CS inkapsulati CF inkapsulati M inkapsulati
Matematicki
modeli
3 N 3 N 3
< < S < 3 2 < & =
z © & z < < # < <
< z z z z z
V4
R2agj -0,464 -0,073 -0,641 -0,558 0,021 -0,178 -0,364 -0,079 -1,479
Model AIC 134,382 131,764 138,136 136,299 130,475 133,887 134,748 130,362 147,222
prvog reda MSC -2,332 -1,580 -1,568 -2,248 -1,492 -0,784 -1,684 -1,656 -2,129
ki 0,040 0,048 0,031 0,041 0,049 0,013 0,026 0,043 0,024
R2aj -1,004 -0,501 -0,538 -1,118 -0,477 0,121 -0,498 -0,463 -1,226
Higuchi AIC 138,896 136,550 137,223 140,826 136,275 129,785 136,079 134,624 145,714
model MSC -2,655 -1,922 -1,503 -2,571 -1,906 -0,491 -1,779 -1,961 -2,021
ku 8,639 8,851 7,996 8,811 8,839 6,725 8,473 8,474 9,054
Hixson- R2agj -1,273 -0,790 -0,913 -1,380 -0,826 -0,224 -0,635 -0,800 -1,668
Crowell AIC 140,664 139,010 140,282 142,449 139,223 134,428 137,308 137,528 148,251
mod‘Zl MSC -2,781 -2,098 -1,722 -2,687 -2,116 -0,823 -1,867 -2,168 -2,202

kic 0,007 0007 0,006 0,007 0007 0003 0006 0,007 0,006
R2. 0963 0,873 0611 0910 0922 0462 0,889 0,951 -
Korsmeyer-  AIC 83,525 102,775 118,761 97,381 95,742 123,825 100,523 87,613 -

Peppas MSC 1,300 0,490 -0,195 0,532 0,989 -0,065 0,761 1,397 -
model kxp 73,698 72,207 75,257 77,047 67,023 48,962 61,468 64,742 -
n 0,056 0,050 0,014 0,049 0,078 0,093 0,084 0,077 -

"-" — parametre modela nije bilo moguée odrediti. Podebljano su oznaceni statisticki kriteriji modela koji najbolje opisuju
otpustanje UFT iz pojedinih inkapsulata.

Vrijednosti parametra n za NAsz (0,049 — 0,084), NA-GAsz (0,050 —-0,078) 1 NA-ZELsz (0,014
—0,093) inkapsulate (Tablica 4.28) koje su manje od 0,45 potvrduju da je otpusStanje UF-a iz
ovih suSenjem zamrzavanjem dobivenih inkapsulata prvenstveno regulirano Fickovim

zakonom difuzije. Velika razlika u rasponu parametra n kod NA-ZELs; inkapsulata ukazuje na
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jos izrazeniju difuziju, gdje je kretanje fenolnih spojeva kroz matriks inkapsulata, uvelike
ovisan o koncentracijskom gradijentu (Boostani i Jafari, 2021). Prisutnost zelatine, poznate po
svojim svojstvima stvaranja gela, mogla je utjecati na to da mreza inkapsulata bude
ujednacenija ili gusca, time utjeCuci na difuziju fenolnih spojeva (Luchese i sur., 2018; Luo,

2022).

Vrijednosti parametra kxp za sve NAsz inkapsulate iznosile su 61,468 — 77,047; za NA-GAsz
inkapsulate 64,742 — 72,207 te za NA-ZELsz inkapsulate 48,962 — 75,257 (Tablica 4.28). Ove
vrijednosti ukazuju da dodatak GA ili ZEL alginatu utjede na svojstva inkapsulata, modulirajuéi
tako brzinu otpustanja fenolnih spojeva. Inkapsulati koji sadrze ZEL pokazuju najsiri raspon
kxp vrijednosti, Sto ukazuje na potencijalno znacajniji utjecaj zelatine na modificiranje brzine
otpustanja, vjerojatno zbog njezine interakcije s fenolnim spojevima ili njezinog utjecaja na

strukturu matriksa inkapsulata (Luchese i sur., 2018; Shahidi i Dissanayaka, 2023).

4.5.5. Biodostupnost fenolnih spojeva iz razlicitih ekstrakata i njihovih
inkapsulata dobivenih suSenjem zamrzavanjem - utjecaj omotaca i
ekstrakta

Neinkapsulirani CS, CF 1 M ekstrakti te njihovi inkapsulati dobiveni pomo¢u razli¢itih omotaca

(NAsz, NA-GAsz, NA-ZELsy) podvrgnuti su in vitro simuliranoj probavi slijede¢i INFOGEST

protokol (Brodkorb i sur., 2019) uz prisustvo enzima. Simulirana probava provedena je kroz

OP, GP i IP faze tijekom kojih su prikupljani uzorci na kraju svake faze te su u njima analizirane

koncentracije otpustenih UF, UFL 1 UPA 1 pojedina¢nih fenolnih spojeva kako bi se ispitao

utjecaja razli¢itih omotaca 1 ekstrakta na profil otpustanja analiziranih spojeva te na njihovu
biodostupnost (BI) izraCunatu prema izrazu (3.31). Udio fenolnih spojeva u NIE uzorcima

prikazan je na Slici 4.2 i u Tablici 4.3 prije probave.

4.5.5.1. Biodostupnost ukupnih fenolnih spojeva, ukupnih flavonoida i ukupnih
ekstraktibilnih proantocijanidina

Maseni udio kumulativno otpustenih fenolnih spojeva (mg fenolnog spoja na 100 mg ekstrakta)
iz NIE 1 inkapsuliranih CS, CF 1 M ekstrakata tropa grozda u probavne tekucine na kraju OP,
GP 1 IP te BI za navedene uzorke nakon simulirane probave prikazani su na Slikama 4.26 —

428 A-D.
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Slika 4.26 Maseni udio UF-a (Cur, mgear/100 mgg) u NIE prije probave (—) i kumulativno
otpustenih UF-a na kraju OP3, GP123 1 [P243 (broj u indeksu oznacava trajanje probave ra¢unajuci od
pocetka probave) faze in vitro simulirane probave iz NIE, te CS (A), CF(B) i M (C) inkapsulata
dobivenih susenjem zamrzavanjem pomoéu razli¢itih omotaéa (NAsz, NA-GAsz, NA-ZELs;) te
indeks biodostupnosti (Bl) UF-a ispitivanih uzoraka (D). Razlicita velika i mala te slova grcke
abecede oznacavaju skupine podataka koje se medusobno statisticki znacajno razlikuju prema

faktorskom ANOVA testu i Duncanovom post-hoc testu uz p < 0,05.
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Slika 4.27 Maseni udio UFL-a (Cyrz, mgce/100 mgg) u NIE prije probave (—) i kumulativno
otpustenih UFL-a na kraju OP3, GPi23 1 IP243 (broj u indeksu oznacava trajanje probave racunajuci
od pocetka probave) faze in vitro simulirane probave iz NIE, te CS (A), CF (B) i M (C) inkapsulata
dobivenih susenjem zamrzavanjem pomocu razli¢itih omota¢a (NAsz, NA-GAsz, NA-ZELs;) te
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indeks biodostupnosti (BI) UFL-a ispitivanih uzoraka (D). Razli¢ita velika i mala te slova grcke
abecede oznacavaju skupine podataka koje se medusobno statisticki zna¢ajno razlikuju prema
faktorskom ANOVA testu i Duncanovom post-hoc testu uz p < 0,05.
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Slika 4.28 Maseni udio UPA (Cupa, mg/100 mgg) u NIE prije probave (—) i kumulativno otpustenih
UPA na kraju OP3, GP123 1 [P243 (broj u indeksu oznacava trajanje probave racunajuci od pocetka
probave) faze in vitro simulirane probave iz NIE, te CS (A), CF (B) i M (C) inkapsulata dobivenih
su§enjem zamrzavanjem pomoéu razligitih omotada (NAsz, NA-GAsz, NA-ZELs;) te indeks
biodostupnosti (B/) UPA ispitivanih uzoraka (D). Razlicita velika i mala te slova grcke abecede
oznacavaju skupine podataka koje se medusobno statisticki znacajno razlikuju prema faktorskom
ANOVA testu i Duncanovom post-hoc testu uz p < 0,05.

Za sve NIE, kumulativno otpustanje UF-a, UFL-a 1 UPA bilo je najvece je tijekom OP faze te
se udio fenolnih spojeva smanjivao u GP fazi i dalje prema IP fazi (Slike 4.28 — 4.30 (A, B, C))
kao Sto je ranije raspravljeno kod rezultata ionskog geliranja (poglavlje 4.4.4.1) s obzirom na
to da se radi o istim NIE uzorcima koji su podvrgnuti probavi. Takav trend otpuStanja je i
ocekivan zbog pocetne izloZenosti probavnom procesu i ubrzane difuzije koja se odvija na
pocetku procesa probave. Ovaj trend sugerira da se fenolni spojevi ekstrakata razgraduju prije
nego Sto dosegnu intestinalnu fazu Sto nije pozeljno jer je cilj imati vece otpustanje u IP gdje

se odvija njihova potencijalna apsorpcija (Grgi¢ i sur., 2020).

Kod inkapsuliranih uzoraka nije uo¢en dosljedan trend otpustanja za sve inkapsulate u pogledu
udjela otpustenih UF-a, UFL-a i1 UPA. Svi inkapsulati pripremljeni s omotac¢ima NAsz i
NA-GAsz pokazuju slican trend otpusStanja UF-a pri ¢emu nakon OP faze dolazi do smanjenja

udjela otpustenih UF-a u GP te potom do porasta udjela otpusStenih UF-a u IP fazi probave gdje
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je taj udio bio veci za 1,8 — 2,6 puta u odnosu na GP fazu. Ovaj trend otpustanja ukazuje na to
da ovi omotaci imaju odredeni zastitni u¢inak za zadrzavanje UF-a tijekom pocetnih faza

probave te omogucuju oslobadanje UF-a u crijevnoj fazi Slika 4.26 A — C.

Trend otpustanja UFL-a iz CS-NAsz i M-NAsz bio slican onom za NIE medutim pad
kumulativnog otpustanja tijekom simulirane probave je manje izrazen u odnosu na NIE, §to
ukazuje na odredeni zastitni u¢inak ovog omotaca u pogledu UFL-a (Slika 4.27 A i C), dok je
kod CF-NAsz inkapsulata vidljivo neznatno povecanje otpustanja UFL-a u GP 1 IP (Slika 4.27
B). U slucaju CS-NA-GAsz i M-NA-GAsz inkapsulata vidljiv pad udjela UFL-a od OP do GP,
a zatim porast u IP i to za 1,2 —2,8 puta u odnosu na GP (Slika 4.27 A i C). Suprotno tome, kod
CF-NA-GAGsz inkapsulata vidljiv porast UFL-a u GP u odnosu na OP i zatim pad udjela UFL-
au IP (Slika 4.27 B).

Kod UPA, za NAsz inkapsulate udio kumulativno otpustenih UPA smanjivao se od OP prema
IP fazi. Za sve NA-GAsz inkapsulate takoder postoji smanjenje otpustanja u GP u odnosu na
OP fazu no medutim nije uocen dosljednost u pogledu trenda otpustanja UPA u IP kod
analiziranih inkapsulata (Slika 4.28 A — C). Ovo ukazuje na odredenu razinu zastitnog ucinka

kombinacije NA-GAsz na UPA.

Sveukupno, otpustanje UF-a, UFL-a i UPA bilo je najbolje u IP fazi kod svih NA-ZELs;
inkapsulata gdje je udio ispitivanih fenolnih spojeva bio veci za 1,1 — 3,3 puta u odnosu na GP
(Slike 4.26 — 4.28 (A, B, C)) Sto ukazuje da ovaj omota¢ ima zaStitni u¢inak od otpuStanja

fenolnih spojeva u ranijim fazama probave.

Sukladno prethodno navedenim rezultatima, najmanje vrijednosti B/ za sve skupine ukupnih
fenola utvrdene su kod NIE uzoraka (19,3 — 23,5 % za UF; 3,2 — 5,3 %, za UFL 1 1,5 - 4,0 %
za UPA) dok je inkapsulacija uz primjenu svih omotaca dovela do povecana biodostupnosti
fenolnih spojeva. Najve¢i u¢inak na povecanje biodostupnosti za sve fenolne spojeve u odnosu
na NIE imala je inkapsulacija uz primjenu NA-ZELsz omotaéa i to sa BI vrijednostima 66,2 —
123,2 % za UF, te za UFL 8,9 — 14,0 % 1 za UPA 2,5 — 7,2 %, a potom inkapsulacija s NA-
GAsz te su najmanje B/ vrijednosti za inkapsulirane uzorke utvrdene kod NAsz inkapsulata

(31,0 — 37,3 % za UF, te za UFL 5,1 — 8,4 % i za UPA 2,3 — 5,2 %. (Slike 4.26 - 4.28(D)).

Statisticka analiza utjecaja omotaca i ekstrakta prema faktorskom ANOVA testu na B/

vrijednosti prikazana je Tablicama 4.29 — 4.31.
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Tablica 4.29 Faktorski ANOVA test za BI vrijednosti UF-a - znaCajnost utjecaja (ne)omotaca (NIE,
NAsz, NA-GAsz, NA-ZELsz) 1 ekstrakta tropa grozda (CS, CF i M) kod inkapsulacije suSenjem
zamrzavanjem te veliCina efekta (doprinos faktora i njihove interakcije varijanci skupa podataka)

Izvor varijacije SS af MS F P ‘;efl;lc;lt:a
Omotac 23991,33 3 7997,11 4915,12  0,0000 * 74,2 %

Ekstrakt 3939,89 2 1969,95 1210,75 0,0000 * 12,2%

Omotac x ekstrakt 4356,58 6 726,10 446,27 0,0000 * 13,5 %

Pogreska 39,05 24 1,63

* statisticki znacajno uz p < 0,05

Tablica 4.30 Faktorski ANOVA test za BI vrijednosti UFL-a - zna¢ajnost utjecaja (ne)omotaca (NAsz,
NA-GAsz, NA-ZELsz) i ekstrakta tropa grozda (CS, CF i M) kod inkapsulacije suSenjem zamrzavanjem
te veli¢ina efekta (doprinos faktora i njihove interakcije varijanci skupa podataka)

Izvor varijacije SS df MS F D Veefleilc;it:a
Omotac 339,865 3 113,288 526,61 0,0000 * 77,1 %
Ekstrakt 43,763 2 21,882 101,72 0,0000 * 9,9 %
Omotac x ekstrakt 52,257 6 8,710 40,49 0,0000 * 11,8 %
Pogreska 5,163 24 0,215

* statisticki znacajno uz p < 0,05

Tablica 4.31 Faktorski ANOVA test za Bl vrijednosti UPA - znacajnost utjecaja (ne)omotaca (NAsz,
NA-GAsz, NA-ZELsz) i ekstrakta tropa grozda (CS, CF i M) kod inkapsulacije suSenjem zamrzavanjem
u odnosu na B/ te veli¢ina efekta (doprinos faktora i njihove interakcije varijanci skupa podataka)

Izvor varijacije ) df MS F p ‘;eflelgt';a
Omota& 21,8460 3 72820 64439  0,0000 * 23.2%
Ekstrakt 59,5854 2 29,7927 263638  0,0000 * 63,1 %
Omota x ekstrakt 12,6626 6  2,1104 186,75  0,0000 * 13,4 %
Pogreska 0,2712 24 0,0113

* statisticki znacajno uz p < 0,05
Rezultati pokazuju da su oba faktora (omotac 1 ekstrakt) imali statisticki znacajan utjecaj na B/

vrijednosti UF-a, UFL-a i UPA kod inkapsulacije suSenjem zamrzavanjem te postoji statisticki

znacajna interakcija izmedu faktora.

Kod UF-a, utjecaj faktora ,,omotac* imao najveci utjecaj na varijabilnost svih podataka (74,2
% varijance) uz najvece vrijednost B/ za UF kod inkapsulata kod kojih je kao omotac koriStena
kombinacija NA-ZELsz. Varijabilnost BI vrijednosti UF-a s obzirom na koristeni ekstrakt te
interakciju izmedu omotaca i ekstrakta podjednako su doprinosile varijanci s 12,2 %, odnosno
13,5 %. Opcenito, inkapsulati CF ekstrakta imali su najvece, M inkapsulati najmanje B/

vrijednosti za UF (Tablica 4.29).
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Utjecaj ,,omotaca“ na BI vrijednosti UFL-a bio je najizrazeniji te je varijabilnost podataka s
obzirom na ovaj faktor s 77,1 % utjecala na varijancu. Kao 1 u slucaju B/ za UF, i ovdje je
najveéa biodostupnost zabiljeZena u slu¢aju inkapsulacije uz koristenje omota¢a NA-ZEL.
Ekstrakt je utjecao na varijabilnost vrijednosti B/ za UFL s 9,9 % varijance, a takoder su
inkapsulirani CF ekstrakti imali su najvecu biodostupnost UFL-a, dok nije postojala statisticki
znacajna razlika u biodostupnosti UFL-a izmedu CS i M inkapsulata (Tablica 4.30).

U slucaju UPA za razliku od UF i UFL-a utjecaj faktora ,,ekstrakt* imao najveci utjecaj na
varijabilnost svih podataka (63,1 % varijance), potom faktor ,,omotac* (23,2 % varijance) te
interakcija ova dva faktora (13,4 % varijance). Ponovo je najveca biodostupnost zabiljezena u
sluc¢aju inkapsulacije CF ekstrakta, dok su najnize BI vrijednosti za UPA zabiljeZzene kod
inkapsulata koji su sadrzavali M ekstrakte. S obzirom na utjecaj omotaca, 1 u ovom slucaju,

najveée vrijednosti BI zabiljeZene su kod NA-ZELsz inkapsulata (Tablica 4.31).

Zakljucno, najnize Bl vrijednosti zabiljezene su kod neinkapsuliranih uzoraka, $to potvrduje
nuznost primjene inkapsulacije u svrhu zastite i poboljSanja biodostupnosti i potencijalne
apsorpcije bioaktivnih spojeva. Statisticka analiza pokazuje da biodostupnost svih analiziranih
ukupnih fenolnih spojeva ovisi o omotacu, ekstraktu i njihovoj interakciji gdje je utjecaj
omota¢a bio dominantan. Kombinacija omotaa NA-ZELs; pokazala se naju¢inkovitijom u
pogledu profila otpustanja fenolnih spojeva iz inkapsulata dobivenih suSenjem zamrzavanjem
tijekom simulirane probe in vitro te rezultirala je najve¢im vrijednostima B/ fenolnih spojeva s

izuzetkom za UPA kod CS inkapsulata (Slikama 4.26 — 4.28 D).

4.5.5.2. Biodostupnost pojedinac¢nih fenolnih spojeva

Profil otpustanja fenolnih spojeva iz CS-NIE, CF-NIE i M-NIE te CS, CF i M inkapsulata
tijekom tri faze simulirane probave prikazani su u Tablicama P2.1 — 2.3. U Tablici 4.32
prikazane su B/ vrijednosti samo za one ekstrakte 1 inkapsulate za koje je bilo moguce izraCunati
BI odnosno koji su detektirani nakon kompletne probave odnosno nakon IP faze probave
(ukupno 15 spojeva: galna kiselina, 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina, vanilinska kiselina,
siringinska kiselina, elaginska kiselina, o-kumarinska kiselina, p-kumarinska kiselina,
epikatehin, katehin, epikatehin galat, galokatehin galat, procijanidin B2, rutin, oenin klorid 1
peonidin-3-0-glukozid klorid). Statisticka analiza zna¢ajnosti utjecaja omotaca i ekstrakta na

biodostupnost pojedinacnih fenola prikazana u Tablicama 4.32 1 4.33.
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Tablica 4.32 Biodostupnost (B, %) pojedinacnih fenolnih spojeva iz neinkapsuliranih ekstrakata (NIE)
1 iz razli¢itih inkapsulata dobivenih suSenjem zamrzavanjem s obzirom na kori$teni omota¢ (NAsz, NA-
GAsz, NA-ZELs;) i ekstrakt tropa grozda (CS, CF, M), te statistitka znadajnost utjecaja omotaca i
ekstrakta na B/ fenolnih spojeva prema faktorskom ANOVA testu (Duncanov post-hoc test, p < 0,05)

Fenolni spoj Uzorak BI (%)"
Fenolne kiseline
omotad / ekstrakt CSB CF4 M A
NIE o 224+08 f 108,8+4,9 a 47.4+03 d
Galna kiselina NAsz ) 4,8+0,6 h 123+0,6 g 145+0,1 g
NA-GAsz B 326£05 e 69,8+0,9 ¢ 46,2 +£0,0 d
NA-ZELsz y  262+44 f 7300 h 88,5+03 b
omotad / ekstrakt CS¢© CF4 M B
. . NIE Y 183+06 h 70,604 b 12,3+0,2 i
3 ’4];21‘2(1)%31;“' NAsz 5 103+03 j  357+02 ¢ 11401 i
Kiselina NA-g}Asz o 288=+07 g 124,5+2,1 a 31,1+£0,0 f
NA-ZELgz B 31,5+£02 f 66,000 ¢ 475+0,7 d
omotad / ekstrakt CcsS A CF¢ M B
NIE ) 229+1,1 f 29,6 £0,0 de 22,1+0,7 f
Vanilinska NAsz v 423+59 ¢ 26,2+0,9 ef 32,7+2.4 d
kiselina NA-GAsz B 57419 b 352+0,4 d 52,9+0,0 b
NA-ZELsz o 709+59 a 47,1£00 ¢ 53,1+08 b
omotad / ekstrakt CSB CF A M B
NIE B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
Siringinska NAsz B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
kiselina NA-GAsz o 0,0 b 78,3 £8,5 a 0,0 b
NA-ZELs; B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
omotad / ekstrakt CS¢ CFB M A
NIE 5§  1,7+0,1 | 1,6+0,0 | 155+0,5 fg
Elaginska NAsz v 13,4+£0,4 gh 16,5+0,2 f 19,2 +0,3 e
kiselina NA-GAsz B 6,5+0,1 i 11,9+0,6 h 37,5+1,2 b
NA-ZELg; o 273+07 ¢ 23,6+00 d 80,7+3,1 a
omota¢ / ekstrakt CcSA CFB M B
NIE 5 787+124 gh 481+03 i 61,7£0,6 hi
o-Kumarinska NAsz vy 2098+4,1 d 110,6 £3,4 f 161,4+0,9 e
kiselina NA-GAsz o 3532+£52 b 4242+132 a 2422 +0,0 ¢
NA-ZELg; B 2072+£234 d 101,4+0,0 fg 2474+254 ¢
omotad / ekstrakt CSB CF A M B
NIE o 870+£33 b 2728+49,0 a 654+25 b
p-Kumarinska NAsz B 20,0£0,0 ¢ 0,0 C 0,0 c
kiselina NA-GAsz B 0,0 C 0,0 c 0,0 c
NA-ZELs; B 0,0 c 0,0 c 0,0 c
Flavanoli
omotad / ekstrakt CcsSA CF¢ M B
NIE d 498=+1,1 d 0,0 g 15,6 £0,2 f
Epikatehin NAsz o 2594+64 a 30,602 e 89,0+ 1,6 c
NA-GAsz B 2456+87 b 148+04 f 91,7+ 0,0 c
NA-ZELgz y 222,601 e 30,1£03 e 90,1 £6,5 c
omotad / ekstrakt CSB CFB M A
NIE B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
. NAsz B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
Katehin NA-GAsz B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
NA-ZELgz a 0,0 b 0,0 b 209+04 a
omotad / ekstrakt CcsSA CF¢ M B
NIE d 116,8+132 h 988+02 h 88,7+8.8 h
Epikatehin NAsz vy 582,6+495 d 791+£33 h 332,4+13,0 f
galat NA-GAsz B 6599+34 ¢ 159,7+8,7 g 4746+0,0 e
NA-ZELsz o 9589+124 a  1689+0,0 g 713,7+29,5 b
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Fenolni spoj Uzorak BI (%)"
omotad / ekstrakt csSA CF ¢ M B
NIE 6 251,4+104 h 150,0+4,7 i 234,0+0,2 h
Galokatehin NAsz vy 4562+11,8 ¢ 2946+4,6 g 365,2+34 f
galat NA-GAsz B 6603+17,6 ¢ 353.8+1,1 f 581,2+0,0 d
NA-ZELs; o 9873+79 b  473,0+00 e 10284+100 a
omotad / ekstrakt CSB CF A M B
NIE B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
el NAsz B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
Procijanidin B2 NA-GAsz a 0,0 b 27.6+50 a 0,0 b
NA-ZELs; B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
Flavonoli
omotad / ekstrakt CSB CF A M B
NIE o 0,0 b 29,0+2,8 a 0,0 b
Rutin NAsz B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
NA-GAsz B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
NA-ZELs; B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
Antocijani
omotad / ekstrakt CSB CEFB M A
NIE o 344+2,8 b 32,729 b 62,6 +4,5 a
Oenin klorid NAsz B 8,7£0,2 ef 122+ 1,4 de 274+0,3 c
NA-GAsz 0% 0,0 g 8,2+0,6 ef 8,7+0,4 ef
NA-ZELsz B 142+02 d 62+05 f 245+£06 ¢
omotad / ekstrakt CSB CFB M A
. NIE o 247+43 b 240+2,9 b 42,4+59 a
Peonlldlin?éo' NAsz B 0,0 d  93+04 ¢  225:06 b
'gk‘llor‘;? NA-GAs/ y 0,0 d 0,0 d 0,0 d
NA-ZELsz Y 0,0 d 0,0 d 0,0 d

* srednje vrijednosti + SD pojedinih grupa podataka; razli¢ita slova (velika, mala te mala slova gréke abecede) oznacavaju
statisticki znacajno razlicite skupove podataka za svaki faktor

Tablica 4.33 Statisticka zna¢ajnost utjecaja omotaca (NAsz, NA-GAsz, NA-ZELs;) i ekstrakta tropa
grozda (CS, CF i M) na BI pojedinacnih fenolnih spojeva iz neinkapsuliranih ekstrakata i njihovih
inkapsulata dobivenih suZenjem zamrzavanjem prema faktorskom ANOVA testu te veli¢ina efekta
(doprinos faktora i njihove interakcije varijanci pojedinog skupa podataka)

. . Veli¢ina
Fenolni spoj Faktor efekta

omotac 0,0000 * 32,5 %

Galna kiselina ekstrakt 0,0000 * 16,7 %

omotad x ekstrakt ~ 0,0000 * 50,6 %

omotac 0,0000 * 25,0 %

3,4-Dihidroksibenzojeva kiselina ekstrakt 0,0000 * 56,2 %

omotac x ekstrakt 0,0000 * 18,7 %

omotac 0,0000 * 70,5 %

Fenolne kiseline Vanilinska kiselina ekstrakt 0,0000 * 14,5 %

omotac x ekstrakt 0,0000 * 13,5 %

omotac 0,0000 * 27,1 %

Siringinska kiselina ekstrakt 0,0000 * 18,1 %

omotac x ekstrakt 0,0000 * 54,2 %

omotac 0,0000 * 45,6 %

Elaginska kiselina ekstrakt 0,0000 * 34,2 %

omotad x ekstrakt 0,0000 * 20,1 %

o-Kumarinska kiselina omotac 0,0000 * 77,5 %
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ekstrakt 0,0000 * 2,5 %

omotac x ekstrakt 0,0000 * 19,4 %

omotac 0,0000 * 61,5 %

p-Kumarinska kiselina ekstrakt 0,0000 * 8,4 %

omotac x ekstrakt 0,0000 * 28.4 %

omotac 0,0000 * 28,4 %

Epikatehin ekstrakt 0,0000 * 38,6 %

omotac x ekstrakt 0,0000 * 32,9 %

omotac 0,0000 * 27,3 %

Katehin ekstrakt 0,0000 * 18,2 %

omotad x ekstrakt 0,0000 * 54,5 %

omotac 0,0000 * 41,3 %

Flavanoli Epikatehin galat ekstrakt 0,0000 * 41,9 %
omotad x ekstrakt 0,0000 * 16,6 %

omotac 0,0000 * 70,5 %

Galokatehin galat ekstrakt 0,0000 * 19,5 %

omotad x ekstrakt ~ 0,0000 * 10,0 %

omotac 0,0000 * 26,8 %

Procijanidin B2 ekstrakt 0,0000 * 17,9 %

omotad x ekstrakt ~ 0,0000 * 53,6 %

omotac 0,0000 * 27,1 %

Flavonoli Rutin ekstrakt 0,0000 * 18,1 %
omotad x ekstrakt ~ 0,0000 * 54,3 %

omotac 0,0000 * 70,3 %

Oenin klorid ekstrakt 0,0000 * 21,0 %

Antocijani omotad x ekstrakt 0,0000 * 8,2 %
omotac 0,0000 * 78,5 %

Peonidin-3-0-glukozid-klorid ekstrakt 0,0000 * 9,5 %

omotad x ekstrakt ~ 0,0000 * 10,6 %

* statisticki znacajan utjecaj uz p < 0,05

Faktorijalni ANOVA test pokazuje da su oba faktora (omota i1 ekstrakt) imali statisticki
znaCajan utjecaj na Bl vrijednosti fenolnih kiselina, flavanola, flavonola 1 antocijana kod
inkapsulata dobivenih susenjem zamrzavanjem te da postoji statisticki znacajna interakcija
izmedu faktora (Tablica 4.33). Utjecaj faktora ,,omotac bio je dominantan na varijabilnost B/
kod 12 pojedinacnih fenolnih (25,0 % — 77,5 % varijance), dok je utjecaj faktora ekstrakt* imao
najveli utjecaj na varijabilnost B/ 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline, epikatehina i1 epikatehin
galata s 38,6 — 56,2 % varijance. lako je iz podataka navedenih u Tablici 4.32 vidljivo da je
inkapsulacija suSenjem zamrzavanjem opcenito doprinijela povecanju vrijednosti B/ odredenih
pojedinacnih spojeva (osim galne kiseline, p-kumarinske kiseline, rutina, oenin klorida 1
peonidin-3-0-glukozid klorid) daljinom statisticlkom analizom (Duncanov test, p < 0,05) nije
utvrden dominantan omota¢ niti ekstrakt koji je najviSe/najmanje doprinosio povecanju
biodostupnosti svih pojedinacnih spojeva u odnosu na NIE. Tome u prilog ide i visok doprinos

utjecaja interakcije omotaca i ekstrakta na varijabilnosti Bl vrijednosti svih pojedinacnih
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spojeva koji je sezao i do 54,5% varijance (Tablice 4.32 1 4.33). Osim toga, B/ je bio veci u
vedini slucajeva kada je uz NAsz koriSten 1 drugi omotac¢. Kod 5 fenolnih spojeva (vanilinska
kiselina, elaginska kiselina, katehin, epikatehin galat i galokatehin galat) najveci Bl je postignut
koristenjem NA-ZELsz, kod 4 fenolna spoja (3,4-dihidroksibenzojeva kiselina, siringinska
kiselina i o-kumarinska kiselina, procijanidin B2) najve¢i BI postignut koriStenjem NA-GAsz

omotaca te kod epikatehina najveci BI ostvaren je kada je koristen NAsz kao omotac.

Fenolne Kkiseline su tijekom simulirane in vitro probave NIE 1 inkapsulata pokazale razli¢itu
stabilnost 1 profil otpuStanja u ovisnosti o ekstraktu i omotacu. Nakon kompletne probave
uzoraka detektirane su galna kiselina, 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina, vanilinska kiselina,
siringinska kiselina, elaginska kiselina, o-kumarinska kiselina i p-kumarinska kiselina dok su
p-hidroksibenzojeva kiselina, ferulinska i kafeinska kiselina detektirane samo u uzorcima prije
probave (Tablice 4.3 1 4.32, Tablice P2.1 — P2.3). Kod galne kiseline inkapsulati pripremljeni
s razli¢itim omotacima nisu utjecali na povecanje Bl ove kiseline u odnosu na NIE, a najveci
BI galne kiseline je zabiljezen kod CF-NIE uzorka (108,8 %). 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina
1 vanilinska kiselina pokazale su sli¢an trend otpustanja iz svih ekstrakata i inkapsulata odnosno
nisu detektirane u OP 1 GP fazama probave Sto ukazuje na njthovu nisku stabilnost ili nisku
pocetnu koncentraciju. Medutim, nakon kompletne probave odnosno u IP fazi ove kiseline su
detektirane u NIE 1 inkapsulatima s tim da su njihove koncentracije bile u vecini slu¢ajeva vise
u inkapsulatima u odnosu na NIE S§to sugerira da se njihova biodostupnost povecavala
inkapsulacijom. Kod 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline NA-GAsz inkapsulati su imali 1,6 — 2,5
puta veée BI vrijednosti ove kiseline, a veéina NA-ZELsz (izuzev CF-NA-ZELsy) inkapsulata
1,7 —3,9 puta vece vrijednosti B/ u odnosu na NIE, dok NAsz omotaci nisu utjecali na povecanje
BI u odnosu na NIE. Najve¢i Bl (124,5 %) ove kiseline postignut je kod CF-NA-GAsz
inkapsulata. Kod vanilinske kiseline najve¢i BI (70,9 %) ostvaren je kod CS-NA-ZELs;
inkapsulata, a op¢enito vecina inkapsulata (izuzev CF-NAsz) su imali ve¢i B u odnosu na NIE
(NA-ZELsz 1,6 — 3,1 puta, NA-GAsz 1,2 — 2,4 puta i NAsz 1,5 — 1,8 puta). Siringinska kiselina
otpustala se iz NIE 1 inkapsulata uglavnom u OP i GP fazi s izuzetkom kod CF-NA-GAsz
inkapsulata kada je detektirana u IP fazi Sto je rezultiralo sa Bl od 78,3 %, $to sugerira da je ova
kiselina podlozna degradaciji ili manje ucinkovito zaSti¢ena liofilizacijom. Profil otpustanja
elaginske kiseline po probavnim fazama razlikovao se ovisno o ekstraktu 1 primijenjenom
omotacu, ali u svim sluc¢ajevima je ova kiselina kvantificirana u IP fazi. Svi inkapsulati imali
su veéi Bl u odnosu na NIE i to NA-ZELsz inkapsulati 5,2 — 16,1 puta; NA-GAsz 2,4 — 7,4 puta
1 NAsz 1,2—10,3 puta. Najmanje B/ vrijednosti ove kiseline zabiljezene su kod CS inkapsulata,
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a najveée kod M-NA-ZELsz inkapsulata (80,7 %). Kod o-kumarinske kiseline uogen je veéi BI
kod svih inkapsulata (NA-GAsz za 3.9 — 8,8 puta, NA-ZELsz za 2,1 — 4,0 puta, te NAsz
inkapsulati za 2,3 — 2,7 puta) u odnosu na NIE. Nije postojala statisticki znacajna razlika izmedu
BI vrijednosti za o-kumarinsku kiselinu s obzirom na ekstrakt dok je omota¢ NA-GAsz imao
najveci utjecaj na Bl ove kiseline s najve¢om vrijednoséu Bl (424,2 %) kod CF-NA-GAsz
inkapsulata. Za p-kumarinsku kiselinu bilo je moguée odrediti B/ samo za NIE koji se kretao u
rasponu ovisno o ekstraktu 65,4 % do 272,8 %. Pozitivan ucinak inkapsulacije na Bl ove

kiseline nije dokazan (Tablice 4.3 i 4.32, Tablice P2.1 — P2.3).

Flavanoli igraju klju¢nu ulogu zbog svojih svojstava koja imaju pozitivan ucinak na ljudsko
zdravlje, ukljucuju¢i dobrobiti za kardiovaskularni sustav i antioksidativno djelovanje
(Gonzélez-Manzano 1 sur., 2004). Kod ve¢ine kvantificiranih flavanola prikazanih u Tablici
4.32 vidljivo je da je da je inkapsulacija u odredenoj mjeri utjecala na vecu biodostupnosti ovih
spojeva u odnosu na NIE primjenom jednog ili viSe omotaca. Kod epikatehina, B/ vrijednost
je bila veca kod inkapsulata za 4,5 —5,8 puta u odnosu na NIE, a najve¢i BI (259,4 %) imali su
CS-NAsz inkapsulati. Katehin je pokazao manju stabilnost i otpuStanje tijekom probave u
odnosu na epikatehin. Sli¢an trend otpuStanja katehina uocen je u gotovo svim uzorcima, s
manjim otpuStenjem samo u OP 1 GP dok u IP fazi nije detektiran. Ovo zapaZanje moglo bi
znaciti da je katehin ili viSe osjetljiv na razgradnju tijekom probave ili da su suSenje
zamrzavanjem 1 koriSteni omota¢i manje ucinkoviti za ocuvanje katehina u usporedbi s
epikatehinom. Izuzetak je bio M-NA-ZELs; inkapsulat gdje je u svim fazama probave
detektiran katehin i utvrden je Bl od 20,9 %. Kod epikatehin galata i galokatehin galata najvece
vrijednost BI imali su NA-ZELsz inkapsulati (za 1,6 — 8,2 puta ve¢i BI u odnosu na NIE). Pri
tome je najveci BI epikatehin galata odreden kod CS-NA-ZELs; inkapsulata (958,9 %) te BI
galokatehin galata kod M-NA-ZELs; inkapsulata (1028,4 %). Procijanidin B1 i procijanidin B2
detektirani su nizim koncentracija uglavnom u ranijim fazama probave dok je u IP fazni nakon
kompletne faze probave detektiran samo procijanidin B2 u slu¢aju inkapsulata CF-NA-GAsz te
je Bl iznosio 27,6 %. Navedeno opazanje sugerira da su procijanidin B1 1 B2 osjetljivi na uvjete
probave pa se brzo razgraduju ili stvaraju komplekse s drugim spojevima (Tablice 4.3. 1 4.32,

Tablice P2.1 — P2.3).

Flavonol kvercetin je detektiran u vrlo niskim koncentracijama u OP 1 GP ili uopce nije
detektiran, bez obzira je i bio inkapsuliran ili ne, 1 nije detektiran u IP. Sli€no, rutin 1 kempferol
nisu detektirani ili su pokazali minimalno otpustanje tijekom ranijih faza probave, $to ukazuje

na mogucu degradaciju u ranim fazama probave ili neucinkovitu inkapsulaciju. Rutin je
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detektiran samo tijekom probave CF-NIE te mu je BI iznosio 29,0 % (Tablice 4.3. i 4.32,
Tablice P2.1 — P2.3).

Stilbeni resveratrol i e-viniferin nisu bili detektirani tijekom simulirane in vitro probave nego
samo prije probave u NIE (Tablica 4.3, Tablice P2.1 — P2.3). Ovo ukazuje na to da se ti spojevi
razgraduju tijekom procesa liofilizacije i pod uvjetima probave, $to je u skladu s literaturnim
navodima da su ovi spojevi osjetljivi na uvjete poput promjene pH vrijednosti, temperature i

enzimske aktivnosti koje prevladavaju tijekom probave (Fuloria i sur., 2022).

Antocijani, pigmenti topivi u vodi odgovorni za crvenu, ljubicastu i plavu boju mnogih voca i
povr¢a, imaju svojstva koja utjecu na zdravlje i povezana su s antioksidativnim i protuupalnim
ucincima (Sirohi i sur., 2020). Medutim, njihova stabilnost i otpustanje tijekom probave mogu
biti izazovni zbog njihove osjetljivosti na promjene pH vrijednosti i probavne enzime (He 1
Giusti, 2010; Kamonpatana i sur., 2012). Za vecinu kvantificiranih antocijana (mirtilin klorid,
petunidin klorid, kuromanin klorid, kalistefin klorid) nije bilo moguce odrediti B/ budu¢i da su
dokazani samo u poc¢etnim ekstraktima prije probave ili su dokazani u niskim koncentracijama
u pocetnim fazama probave (OP i GP). To ukazuje da su ovi antocijani vrlo osjetljivi na
razgradnju ili da nisu dobro inkapsulirani, naglasavajuéi potrebu za ucinkovitijim strategijama
inkapsulacije koje mogu zastititi antocijane tijekom uvjeta probave. Za oenin klorid i peonidin-
3-O-glukozid klorid najvece vrijednosti BI odredene su u M-NIE uzorku i to 62,6 %, odnosno
42,4 % $to znaci da inkapsulacija nije doprinijela povecanju biodostupnosti ovih antocijana

(Tablice 4.3. 1 4.32, Tablice P2.1 — P2.3).

Prema rezultatima dobivenim u poglavlju 4.5 moze se zakljucditi da su omotac i ekstrakt kao
1 njihova interakcija znacajno utjecali na EEsz te da je omotac imao klju¢nu ulogu u ocuvanju
fenolnih spojeva tijekom inkapsulacije suSenjem zamrzavanjem, pri ¢emu je primjena
kombinacije polimera, posebno Zelatine uz natrijev alginat (NA-ZELsz), poveéala EEsz 1,2
puta u odnosu na sam alginat. U pogledu ekstrakta ostvarena je ve¢a EEsz kod uzorka CS i M

u odnosu na CF inkapsulate.

Profil kumulativnog otpusStanja UF-a pokazao je da razliCiti omota¢i moduliraju dinamiku
otpustanja. Termofizikalna i strukturna analiza pokazala je da su svi inkapsulati imali amorfni
oblik, $to je pozitivno utjecalo na otpustanje i B/ fenolnih spojeva u crijevnoj fazi. Kinetika
otpustanja veéine uzoraka dobro se opisala Korsmeyer—Peppas modelom, osim M-NA-ZELsz
inkapsulata, §to naglaSava potencijalnu ulogu omotaca u moduliranju otpustanja i ocuvanju

funkcionalnih svojstava spojeva tijekom probave.
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Omotac i ekstrakt znacajno su utjecali na biodostupnost UF-a, UFL-a i UPA, uz znacajnu
interakciju izmedu faktora. Dominantan utjecaj omotaca zabiljezen je za BI kod UF-a i UFL-a
dok je na za BI UPA najveci utjecaj imao ekstrakt. Najve¢e B[ vrijednosti postignute su
kombinacijom NA-ZELsz, dok su neinkapsulirani uzorci imali najnize BI. Inkapsulacijom je
ostvaren veci BI za UF (1,5 — 5,8 puta), UFL (1,6 —3,9 puta) i UPA (1,1 — 2,8 puta) u odnosu

na NIE , a povecanje je ovisilo o primijenjenom omotacu.

Analiza pojedinacnih fenolnih spojeva pokazala je da je dominantni utjecaj na varijabilnost B/
vecine spojeva imao omota¢ dok je ekstrakt najviSe utjecao na 3,4-dihidroksibenzojevu
kiselinu, epikatehin i epikatehin galat. NAsz inkapsulati rezultirali s B/ vrijednostima ve¢im za
1,2-10,3 puta u odnosu na NIE, NA-GAsz inkapsulati za 1,2 — 8,8 puta te NA-ZEL inkapsulati
za 1,6 —16,1 puta ve¢im B/ vrijednostima u odnosu na NIE. Dodavanje drugog omotaca uz NA
obi¢no je poveéavalo BI u odnosu na NA inkapsulate. Kombinacijom NA-ZELsz najbolje su
ocuvane vanilinska i elaginska kiselinu, katehin, epikatehin galat i galokatehin galat. NA-GAsz
kombinacija omotaca bila je najucinkovitija za 3,4-dihidroksibenzojevu, siringinsku i o-
kumarinsku kiselinu 1 procijanidin B2. Ovo potvrduje da omotac, njegova kemijska priroda 1
kombinacija polimera igraju klju¢nu ulogu u modulaciji otpustanja i biodostupnosti

pojedinac¢nih fenolnih spojeva.

4.6. IN IV(APSULACIJAVEKSTRAKATA TROPA GROZPA METODOM
SUSENJA RASPRSIVANJEM
Ekstrakti tropa grozda CS-NIE, CF-NIE 1 M-NIE inkapsulirani su metodom suSenja
raspriivanjem pomocu tri odabrana omotata (NAsr, NA-GAsr, NA-ZELsr). Odredena je
ucinkovitost inkapsulacije suSenjem rasprSivanjem (EEsr) prema izrazu (3.27) te procijenjen
utjecaj ekstrakta 1 omotaca na svojstva dobivenih inkapsulata poput morfologije i amorfnosti,
odnosno kristali¢nosti. Nadalje, analiziran je udio otpuStenih fenolnih spojeva u pojedinim
fazama probave tijekom in vitro simulirane probave bez prisustva enzima te B/ fenolnih spojeva

nakon simulirane probave ekstrakata i inkapsulata uz prisustvo enzima.

4.6.1. Ucinkovitost inkapsulacije fenolnih spojeva suSenjem rasprsSivanjem
za razliCite inkapsulate - utjecaj omotaca i ekstrakta

Nakon inkapsulacije CS, CF 1 M ekstrakata tropa grozda izracunata je EEsgr, a rezultati su

prikazani na Slici 4.29.
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Slika 4.29 Ucinkovitost inkapsulacije suSenjem rasprsivanjem (EEsz, %) ekstrakata tropa grozda
bogatih fenolnim spojevima (CS, CF i M inkapsulati) koristenjem razlic¢itih omotac¢a (NAsz,
NA-GAs;z i NA-ZELsz). Razlicita velika i mala te slova gréke abecede oznaGavaju skupine podataka
koje se medusobno statisti¢ki znac¢ajno razlikuju prema faktorskom ANOVA testu i Duncanovom
post-hoc testuuz p <0,05.

Statisticka analiza utjecaja omotaca i ekstrakta (ANOVA faktorski test, p < 0,05) na EEsr
pokazuje da su oba faktora imala statisticki znacajan utjecaj na EEsr te da je postojala statisticki
znacajna interakcija izmedu njih. Pri tome je najveci utjecaj na varijabilnost podataka imao
faktor ,,omotac* (91,6 % varijance), dok su faktor ,.ekstrakt” i interakcija izmedu faktora
varijanci svih podataka doprinosili s 2,7 %,odnosno 3,5 % varijance (Tablica 4.34). Ponovo
su kao 1 kod inkapsulacije ionskim geliranjem i inkapsulacije suSenjem zamrzavanjem najvise
vrijednosti EEsg postignute uz primjenu omotaéa NA-ZELsr (95,90 — 98,01 %) potom
primjenom NA-GAsr (80,58 — 88,35 %) te NAsr (58,29 — 69,11 %). Vrijednosti za EEsr kod
inkapsulata koji su sadrzavali ekstrakte CS 1 CF medusobno se nisu razlikovale te su u prosijeku
imale vece vrijednosti EEsz nego inkapsulati koji su sadrZzavali M ekstrakte (Slika 4.29).

Tablica 4.34 Faktorski ANOVA test za EFEsz - znaCajnost utjecaja omotata (NAsg, NA-GAsg,

NA-ZELsg) i ekstrakta tropa grozda (CS, CF i M) kod inkapsulacije metodom susenja rasprsivanjem te
te velicina efekta (doprinos faktora i njihove interakcije varijanci pojedinog skupa podataka)

Izvor varijacije SS af MS F P \Let!;lc(ltlga
Ekstrakt 133,3 2 66,6 10,66 0,0009 * 2,7%
Omotac 45728 2 2286,4 365,71 0,0000 * 91,6 %
Ekstrakt x omotac 174,3 4 43,6 6,97 0,0014 * 3,5%
Pogreska 112,5 18 6.3

* statisticki znacajno uz p < 0,05
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Ogranicena uc¢inkovitost NAsg u ovom kontekstu mogla bi se povezati s manjom sposobnoséu
stvaranja stabilnih zaStitnih slojeva, $to dovodi do vecih gubitaka fenolnih spojeva tijekom
procesa susenja raspriivanjem. S druge strane, u¢inkovitost omotata NA-ZELsg moZe se
pripisati poboljSanim zaStitnim svojstvima 1 strukturnoj stabilnosti koja proizlazi iz ove
kombinacije omotaca. Song i sur. (2022) i Cortés-Morales 1 sur. (2021) opisali su sinergisticke
ucinke kombiniranja proteina i polisaharida kao omotaca $to dovodi do ve¢e EE zbog njihovih
komplementarnih svojstava, odnosno proteini imaju stabiliziraju¢a svojstva i mogucénost
stvaranja filma dok polisaharidi stvaraju gelove i pruzaju zaStitu. Nadalje, GA je razgranati
polisaharid koji poboljSava stabilnost emulzija i pruza umjerenu zastitu od utjecaja okoline
(Motlagh i sur., 2006; Murmu i Mishra, 2017). lako je s omota¢em NA-GAsr postignuta niza
EEsr u odnosu na NA-ZELsg, ipak je postignuto poboljsanje EEsg u odnosu na primjenu samog
NAsr te bi primjena ovog omotaca bi mogla biti izbor u situacijama kada su materijali na bazi

proteina nepozeljni ili losiji izbor za inkapsulaciju.

4.6.2. Morfologija razlicitih inkapsulata dobivenih metodom suSenja
rasprsivanjem

Ispitan je utjecaj koristenih omotata (NAsr, NA-GAsr, NA-ZELsgr) na morfologiju CS, CF i

M inkapsulata pomoc¢u SEM-a, a dobivene slike su prikazane na Slici 4.30.
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(i)

M inkapsulati

(i)

Slika 4.30. SEM slike CS, CF i M inkapsulata dobivenih suSenjem rasprsivanjem pomocu
razli¢itih omotaca (NAsr, NA-GAsr, NA-ZELgr). Slike su u mjerilu od 100 um (i) i 20
um (ii).

Iako NAsr inkapsulati pokazuju uglavnom sferi¢ni oblik, njithovim detaljnijim analiziranjem
uocava se varijacija veli¢ine inkapsulata te povrSinske nepravilnosti $to je vjerojatno povezano
s agregacijom Cestica tijekom procesa susenja. Veéina inkapsulata opcenito je glatke povrSinske
teksture s manjim udubljenjima ili naborima, posebno uocenim kod CS-NAsr inkapsulata
(Slika 4.30, CS-NAsr(ii)), najvjerojatnije zbog gubitka vlage tijekom inkapsulacije ili uvjeta
procesa inkapsulacije. Nadalje, moze se uociti i nakupljanje inkapsulata $to su takoder uocili i

drugi autori poput Tonon i sur. (2008) i Botrel i sur. (2014).

Primjena NA-GAsr omotaca rezultirala je ujedna¢enim oblikom inkapsulata kao §to je vidljivo
za CS-NA-GAsr inkapsulate (Slika 4.30, CS-NA-GAsr(ii)). PovrSina NA-GAsr inkapsulata
moze biti hrapavija (kao sto se vidi kod M-NA-GAsr inkapsulata na Slici 4.30 M-NA-GAsr(ii),
zahvaljuju¢i svojstvima GA, poznate po svojstvima emulgiranja i stvaranja filma koje
povecavaju stabilnost Cestica, smanjujuci srastanje Cestica. Kombinacija NA-GA osigurava
matriks za inkapsulaciju koji je puno kohezivniji od primjerice NA-ZEL kombinacije i stoga
omogucuje bolje odvajanje izmedu Cestica; opéenito, omogucuje ucinkovitiju inkapsulaciju.
Nasuprot tome, NA-ZEL daje inkapsulate koji zadrzavaju opéenito sferi¢ni oblik, ali s nekim
nepravilnostima koje se vide kod inkapsulata CS-NA-ZELsr (Slika 4.30 CS-NA-ZELsg(ii)).
Ove nepravilnosti mogu biti posljedica manje krutosti ZEL u usporedbi s GA, §to dovodi do

povedane varijabilnosti povrsine inkapsulata. Unato& tome, ZEL ima druge prednosti kao §to je
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poboljsanje biodostupnosti i kontrolirano otpustanje inkapsuliranih tvari (Wang i sur., 2016).

Tablica 4.35 ilustrira varijacije u distribuciji veli¢ine Cestica razli¢itih inkapsulata dobivenih

suSenjem rasprsivanjem.

Tablica 4.35 Srednji promjer (+SD) i raspodjela veli¢ine Cestica (D10, D50, D90) CS, CF i M
inkapsulata dobivenih susenjem rasprsivanjem pomocu omotaca NAsr, NA-GAsr, NA-ZELsr

Ekstrakt Inkapsulati Promjer (um) D10 (um) D50 (um) D90 (nm) Raspon (um)

NAsr 3,96 + 2,20 2,08 3,03 6,95 1,97-11,98

CS NA-GAsr 2,61 +£1,73 1,25 1,95 5,36 1,19-10,69
NA-ZELsr 2,62+191 1,24 1,82 5,35 1,18-12,02

NAsr 4,29 £2,26 2,10 3,46 7,37 1,97-11,90

CF NA-GAsr 2,59+£1,71 1,24 1,82 5,51 1,18-10,08
NA-ZELsr 2,58 £1,81 1,24 1,87 5,21 1,18-12,17

NAsr 2,82 +2,12 1,24 1,95 5,81 1,19-12,23

M NA-GAsr 2,53+ 1,69 1,24 1,86 4,94 1,18-11,56
NA-ZELsr 2,38+1,72 1,18 1,67 4,57 1,18-12,31

CS-NAsr inkapsulati imali su najve¢i raspon veli¢ina (1,97 — 11,98 pum) i najveci srednji
promjer (3,96 um). Distribucija veli¢ine naznacena je vrijednostima D10, D50 i D90 (2,08 pum,
3,03 um i 6,95 um). S druge strane, CS-NA-GAsg i CS-NA-ZELgr inkapsulati imali su manji
srednji promjer od 2,61 um odnosno 2,62 um. Distribucija veli¢ine Cestica CS-NA-GAsr 1
CS-NA-ZELsr bila je dosljednija i vidljivi su manji rasponi (1,19 —10,69 um za CS-NA-GAsr
i 1,18 —12,02 um za CS-NA-ZELsg). Isti je obrazac distribucije estica je utvrden i kod CF
inkapsulata. CF-NAsr inkapsulati imali su najve¢i srednji promjer od 4,29 pum 1 najSiri raspon
veli¢ina (1,97 — 11,90 pum), s vrijednostima D10, D50 i D90 od 2,10 pm, 3,46 um i 7,37 pm.
Srednji promjeri CF-NA-GAsr (2,59 pm) i CF-NA-ZELsr (2,58 um) inkapsulata bili su nizi, s
manjim rasponima veli¢ina od 1,18 — 10,08 pm odnosno 1,18 — 12,17 um. Od svih inkapsulata,
M inkapsulati bili su najmanji. M-NAsr inkapsulati imali su prosje¢ni promjer od 2,82 pum 1
raspon veli¢ine od 1,19 do 12,23 pum. Vrijednosti D10, D50 1 D90 (1,24 pm, 1,95 pm i 5,81
um) pokazale su §irok raspon veli¢ina. S druge strane, M-NA-GAsgr i M-NA-ZELgr inkapsulati
pokazali su manje raspone (1,18 — 11,56 um za M-NA-GAsr 1 1,18-12,31 pm za M-NA-
ZELsr), s manjim srednjim promjerima od 2,53 pum odnosno 2,38 pum. M-NA-ZELsg

inkapsulati imali su najve¢u homogenost i najuzu distribuciju (D10 — D90: 1,18 — 4,57 um).

4.6.3. Termofizikalna analiza razliCitih inkapsulata dobivenih suSenjem
rasprSivanjem

CS, CF 1 M inkapsulati proizvedeni metodom suSenja rasprSivanjem analizirani su radi

utvrdivanja njihovog kristalnog, odnosno amorfnog stanja primjenom XRPD i DSC analiza
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(Slika 4.31). Rezultati XRPD i DSC analiza ekstrakata i koriStenih omotaca detaljno su
prikazani i obradeni u poglavlju 4.4.3.3 gdje je na osnovi XRPD analize zakljuceno da svi
ispitani ekstrakti imali kristalnu strukturu, a omota¢i amorfnu strukturu, Sto je dodatno

potvrdeno rezultatima DSC analize.

Relativni intenzitet (%)

CS inkapsulati

Protok topline (W/g)

20 (°) 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 °C

exo

tenzitet (%)

Protok topline (W/g)

CF inkapsulati

20(°) 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 °C

exo

Relativni intenzitet (%)

M inkapsulati

Protok topline (W/g)

20(°) 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 °C

A B

Slika 4.31 XRPD difraktogrami (A) i DSC termogrami (B) CS, CF i M inkapsulata pripremljenih
suSenjem rasprsivanjem s omotacima: NAsr, NA-GAsr, NA-ZELgsr

NA-GAsr i NA-ZELgr inkapsulati pokazuju sli¢nije difrakcijske obrasce za sve ispitane
inkapsulate u usporedbi sa NAsr. Intenziteti vrhova svih inkapsulata variraju izmedu 10° 1 30°,
Sto se moZe pripisati manjim interakcijama izmedu ekstrakta i cjelokupnog matriksa inkapsulata
(Slika 4.31 A). DSC termogrami (Slika 4.31 B) prikazuju dehidracijski pik, sli¢an onome u
termogramima koriStenih omotaca (Slika 4.13 B), nakon ¢ega slijedi prijelazna toplinska faza.

Ostri prijelazi pri viSim temperaturama mogu ukazivati na interakcije izmedu omotaca i
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fenolnih spojeva iz ekstrakata tropa grozda. Cini se da jednostavniji polisaharidni omota¢i,
poput NAsg, u inkapsulatima pokazuju ostrije prijelaze u DSC analizi zbog vece toplinske
degradacije, dok §iri prijelazi vidljivi kod NA-GAsr i NA-ZELsr ukazuju na blago povecanje
toplinske stabilnosti u usporedbi sa NAsr. Barra 1 sur. (2019) tumace tu pojavu kao dokaz

sporije degradacije ili sloZenijih interakcija omotaca s inkapsuliranim materijalom.

4.6.4. Profil i kinetika otpuStanja ukupnih fenolnih spojeva iz razli¢itih
inkapsulata dobivenih suSenjem rasprSivanjem

Profil kumulativnog otpustanja UF-a iz CS, CF 1 M inkapsulata dobivenih suSenjem

raspriivanje pomoéu omotada (NAsg, NA-GAsr, NA-ZELsR) pracen je kroz tri faze simulirane

probave (OP, GP i IP) bez prisustva enzima u ukupnom trajanju 243 minute, a rezultati su

prikazani na Slici 4.32 A-C. Udio otpustenih UF-a u svakoj fazi probave od ukupno otpustenih

UF-a nakon kompletne probave prikazan je Slikom 4.33.
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Slika 4.32 Kumulativno otpustanje UF-a iz CS (A), CF (B) i M (C) inkapsulata (IN u mjernoj
jedinici) dobivenih inkapsulacijom susenjem rasprSivanjem (SR u indeksu) pomoc¢u omotaca NAsg,
NA-GASR, NA-ZELSR

Profil kumulativnog otpustanja UF-a iz svih inkapsulata koji sadrze CS, CF i M ekstrakte jasno
prati odredeni obrazac otpustanja kroz sve probavne faze, kako je prikazano na Slikama 4.32 i
4.33. NAsr inkapsulati pokazuju pocetno otpusStanje UF-a ve¢ u OP, s vrijednostima izmedu
10,42 mgcae/giN 1 13,35 mgcar/g, Sto ukazuje na brzo pocetno oslobadanje (Slika 4.32 A —
C). Ovo 1nicijalno otpustanje vjerojatno je posljedica fenolnih spojeva koji su apsorbirani na
povrsini inkapsulata 1 nisu potpuno ugradeni u njihovu strukturu (matriks), Sto ih cini
podloznima brzom otpusStanju. Tijekom GP, kumulativno otpuStanje iz NAsr inkapsulata
pokazuje znacajan porast dosezu¢i vrijednosti 18,31 — 42,93 mgcar/giv za CS inkapsulate;
25,31 — 63,22 mgcar/giv za CF inkapsulate te 23,16 — 55,73 mggar/giN za M inkapsulate . U IP
udio otpustenih UF-a bio je neSto viSi u odnosu na zavrSetak GP faze 1 kretao se na kraju IP
faze izmedu 51,12 mgear/giv 1 66,23 mgaar/gN, Sto ukazuje na ograniCenu mogucénost zastite
UF-a ovim omotac¢em u ranijim fazama probave (Slika 4.32 A — C). Ovo najbolje prikazuje
Slika 4.33 gdje je vidljivo da je najvece oslobadanje UF-a iz NAsg uoceno u GP (63,59 — 75,30
%), gdje bi koriSteni omota¢ trebao omoguciti najvecu zastitu inkapsuliranih bioaktivnih

spojeva.

201



Martinovic J. Inkapsulacija ekstrakata tropa grozda... 4. REZULTATI I RASPRAVA

] -
0 9,04 4,54 5,95 e
16,02 2 20,37
80 A
>
é 64,19 64,10
= 60 1 5941 = 69.62 75,93
= >
2 63,59 66,81 58.41
2
s 40 A
] 3,33
5 20,80
27 31,55 ’ 32,57 i
’ 24,43 ’
20,39 15,02 20,16 19,01 21,21 20,23
0 & &
& & S & & S & S
F S & < & | T S ol
F P & P & £
CS inkapsulati CF inkapsulati M inkapsulati
OP3 GP123 IP243

Slika 4.33 Udio otpustenih UF-a iz CS, CF i M inkapsulata dobivenih suSenjem rasprsivanjem
pomodu razli¢itih omotada (NAsg, NA-GAsg, NA-ZELgr) na kraju svake gastrointestinalne faze:
OP; — oralne faze, GP123 — zeluCane faze, P43 — crijevne faze (broj u indeksu oznacava trajanje

probave ra¢unajuéi od pocetka probave)

Kada je koriSten omota¢ NA-GAsr, otpustanje UF-a u OP pokazuje slicne kumulativne
vrijednosti za sve inkapsulate, kre¢uci se u rasponu od 11,00 mggar/gm do 13,61 mgcar/gm
(Slika 4.32 A — C). Tijekom GP otpustanje je bilo znacajnije, te su se vrijednosti otpustenih
UF-a na kraju GP faze svih inkapsulata kretale u rasponu 35,41 — 52,39 mggar/giN (Slika 4.32
A - C)ili 58,41 — 69,62 % (Slika 4.33). U IP fazi nastvilo se blago otpustanje UF-a pri ¢emu
su se kumulativne vrijednosti UF-a na kraju ove faze kretale izmedu 38,93 mggar/gmv i 55,71
mgcae/giN (Slika 4.32) odnosno 5,95 — 20,37 % (Slika 4.33). Sveukupno, NAsr 1 NA-GAsr
inkapsulati slijedili su sli¢an trend otpustanja, ali NA-GAsr pokazuju nesto bolju zastitu UF-a
u GP fazi §to se oc€itovalo njihovim slabijim otpustanjem u ovoj fazi. Ova razlika moZe se
pripisati stabiliziraju¢im u¢incima GA, koja poboljSava integritet NA-GAsr 1 stabilnost UF-a,

osobito u ranim fazama probave, u usporedbi sa NAsr inkapsulatima.

Nasuprot tome, NA-ZELsg inkapsulati pokazuju izrazito specifi¢an obrazac otpustanja odnosno
otpustanje UF-a iz ovih inkapsulata bilo je slabije tijekom OP (4,74 — 12,89 mgcar/giN) 1 GP
(8,36 — 14,21 mgcar/giN) u odnosu na NAsr 1 NA-GAsr inkapsulate (Slika 4.32 A — C). Ovakve
vrijednosti otpustanja UF-a mogu se povezati s manjim udjelom povrSinski prisutnih fenolnih
spojeva kod NA-ZELsr inkapsulata u usporedbi s NAsr i NA-GAsr §to odgovara nizem
pocetnom otpustanju u oralnim uvjetima. S druge strane, u GP je vidljivo produzeno otpustanje
UF-a §to sugerira da NA-ZELsg zadrzava dobru zastitu UF-a u Zeludcu kao i u ustima

sprjecavajuci njihovu brzu razgradnju ili otpusStanje dok omogucuje kontrolirano i postupno
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otpusStanje iz matriksa inkapsulata. U IP dolazi do znacajnog porasta otpustanja UF-a, s
kumulativnim vrijednostima koje dosezu 31,53 — 39,58 mgcar/giv (Slika 4.32 A-C), Sto
odgovara 64,10 — 75,93 % UF-a (Slika 4.33). Zelatina bubri ili se djelomi¢no otapa pod
neutralnim do blago alkalnim pH u uvjetima faze tankog crijeva, ¢ime znacajno povecava
difuziju i oslobadanje UF-a. Ovo intenzivno otpustanje u IP fazi ukazuje na visoku osjetljivost
omotata NA-ZELsr na pH uvjete koji prevladavaju u uvjetima IP pri ¢emu Zelatina postaje
propusnija i omogucuje ciljano otpustanje UF-a na optimalnom mjestu apsorpcije (Anirudhan

1 Mohan, 2014).

Kinetika otpuStanja UF-a iz inkapsulata procijenjena je primjenom razli¢itih matematickih
modela, ukljucuju¢i model prvog reda, Higuchijev model, Hixson-Crowellov model i
Korsmeyer-Peppasov model ¢iji je graficki prikaz dostupan u Prilozima (Slika P3.1). Parametri
modela, ukljucuju¢i konstante brzine otpustanja (k) i eksponent difuzije (n) za Korsmeyer-
Peppasov model, kao i statisticki kriteriji za procjenu prikladnosti modela, sazeti su u Tablici
4.36. Medu koristenim statisti¢kim parametrima, prilagodeni koeficijent determinacije (R%.q),
Akaike informacijski kriterij (AIC) i kriterij odabira modela (MSC) identificirani su kao klju¢ni
kriteriji za odabir modela koji najbolje opisuje eksperimentalne podatke, a detaljno su opisani

u poglavlju 4.4.2.5.

Tablica 4.36 Procijenjeni parametri primijenjenih matemati¢kih modela za opisivanje kinetike
otpustanja UF-a (ki, ku, kuc, kxp — konstante otpustanja za odgovarajuci model; n — eksponent difuzije)
iz CS, CF i M inkapsulata pripremljenih suSenjem rasprSivanjem s razli¢itim omota¢ima (NAsg,
NA-GAsr, NA-ZELsR) te statisticki kriteriji uspjesnosti aproksimacije modela (R%qj — prilagodeni
koeficijent determinacije, AIC — Akaike informacijski kriterij, MSC — kriterij odabira modela)

Konstante brzine otpustanja i statisti¢ki kriteriji uspjesnosti aproksimacije modela

CS inkapsulati CF inkapsulati M inkapsulati
Matematicki
modeli - z - x o x
a < = G < = z < =
< (.? N < (-? N < ('? N
T A T T
Z. Z V4 Z. z z

RZu4j 0,855 0,779 0,784 0,937 0,916 0,759 0,929 0,899 0,765
Model prvog  AIC 123918 130,018 128,235 113,001 117,112 131,785 114,313 119,575 133,050

reda MSC 1,421 0,813 1225 2272 1,921 1,115 2,140 1,846 1,198
ki 0,031 0,041 0,008 0042 0042 0010 0036 0,029 0,009
RZg 0,707 0418 0852 0,788 0693 0,833 0806 0,887 0,801

Higuchi AIC 135,664 145806 122,179 132,628 138,007 125930 130,329 121,545 130,400
model MSC 0,687  -0,174 1,603 1,046 0615 1,481 1,139 1,723 1,363

ki 8,034 8588 5537 8354 8543 5849 8081 7,776 5438
Hixson. R%q 0,679 0362 0,721 0,744 0639 0,727 0,772 0816 0,721
Cromell AIC 137,111 147,195 132,287 135,667 140,634 133,734 132,901 129,430 135,799
model MSC 0,59  -0261 0971 0856 0451 0993 0979 1230 1,026

ke 0,006 0,007 0,003 0007 0007 0003 0007 0006 0,003
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Konstante brzine otpustanja i statisticki kriteriji uspjesnosti aproksimacije modela

CS inkapsulati CF inkapsulati M inkapsulati
Matematicki
modeli ” E ” E » E
-7 < -1 < -1 <
< & S < o i < o N
z < < z < < z < <
z z z z z z.

R2adj 0,913 0,886 0,741 0,872 0,873 0,688 0,939 0,974 0,652

Korsmeyer- AIC 117,081 119,646 132,021 122,718 122,287 136,782 112,575 98,676 140,272
Peppas MSC 1,848 1,461 0,988 1,665 1,598 0,803 2,249 3,152 0,746
model kxp 20,189 35,888 10,596 18,357 26,022 12,519 21,047 17,533 7,605
n 0,319 0,204 0,341 0,356 0,272 0,313 0,316 0,335 0,391

Podebljano su oznaceni statisticki kriteriji modela koji najbolje opisuju otpustanje UFT iz pojedinih inkapsulata

Tablica 4.36 pokazuje da Korsmeyer-Peppasov empirijski model najbolje opisivao kinetiku
otpustanja UF-a iz NAsg i NA-GAgr inkapsulata za CS i M ekstrakte (R%,q; > 0,89). Ovaj model
je dovoljno fleksibilan da obuhvati slozene obrasce otpustanja, $to je potvrdeno u brojnim
istrazivanjima, ukljucuju¢i istrazivanja Korsmeyer 1 sur. (1983), Costa i Sousa Lobo (2001) te
Siepmann i Siepmann (2008). Medutim, na temelju grafickog prikaza (Slika P3.1), otpustanje
UF-a iz ovih inkapsulata bolje odgovara modelu prvog reda. Ovaj model, kao mehanisticki
model, to¢nije opisuje opaZenu kinetiku otpustanja. Unato¢ tome, eksponent difuzije n dobiven
za NAsr 1 NA-GAsr inkapsulate < 0,45 ukazuje da je Fickova difuzija glavni mehanizam
otpustanja UF-a (Tablica 4.36). Za CF inkapsulate model prvog reda dao je najvise RZy;
vrijednosti: 0,937 za NAsr 10,916 za NA-GAsr. Ovi rezultati, u skladu su s grafickim prikazima
(Slika P3.1) i ukazuju da model prvog reda u¢inkovito opisuje kinetiku otpuStanja UF-a iz svih

NAsr 1 NA-GAGsr inkapsulata.

Iz Slike P3.1 u Prilozima vidljivo je da profil otpustanja iz NA-ZELsr inkapsulata zna¢ajno
odstupa od profila NAsg 1 NA-GAsr te ga nije moguce u potpunosti opisati niti jednim od
ispitivanith modela. Ipak, Higuchijev model pruza najbolje statisticke parametre za
aproksimaciju podataka, s R%q; vrijednostima u rasponu od 0,801 do 0,852 (Tablica 4.36). Ovaj
profil otpusStanja fenolnih spojeva moze se podijeliti u tri faze: prva faza karakterizirana je
inicijalnim povecanjem, nakon cega slijedi smanjenje otpustanja UF-a; druga faza pokazuje
stacionarno otpuStanje UF-a tijekom GP, dok tre¢a faza ukljucuje postupno povecanje
otpustanja UF-a u fazi tankog crijeva. Ovakav trend otpustanja UF-a ukazuje na izrazitu
osjetljivost NA-ZELsr inkapsulata na pH uvjete koji utjetu na otpustanje. Promjene u pH
vrijednosti tijekom probavnih faza vjerojatno utjecu na strukturne karakteristike zelatine, cime

se modulira otpustanje fenolnih spojeva.
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4.6.5. Biodostupnost fenolnih spojeva iz razliitih inkapsulata dobivenih
suSenjem rasprsivanjem - utjecaj omotaca i ekstrakta

Simulirana probava in vitro s probavnim enzimima, provedena je na CS-NIE, CF-NIE i M-NIE
kao 1 na njihovim inkapsulatima dobivenim suSenjem rasprSivanjem pomocu razli¢itih omotaca
(NAsr, NA-GAsr, NA-ZELsr) prema istom protokolu kao kod inkapsulacije ionskim
geliranjem 1 suSenjem zamrzavanjem. Pracen je profil otpustanja UF-a, UFL-a 1 UPA i1
pojedinacnih fenolnih spojeva tijekom OP, GP i IP faze probave u ovisnosti o primijenjenom
ekstraktu 1 omotacu u inkapsulatima te je izraCunat Bl za navedene fenolne spojeve prema
izrazu (3.31). Udio fenolnih spojeva potreban za izraCunavanje B/ vrijednosti u NIE uzorcima

prije probave prikazan je na Slici 4.2 i Tablici 4.3.

4.6.5.1. Biodostupnost ukupnih fenolnih spojeva, ukupnih flavonoida i ukupnih

ekstraktibilnih proantocijanidina

Maseni udio kumulativno otpustenih fenolnih spojeva iz ekstrakata i njihovih inkapsulata u
probavne tekuéine na kraju OP, GP i IP faze te vrijednosti B/ za fenolne spojeve nakon

simulirane probave ispitivanih uzoraka prikazani su na Slikama 4.34 — 4.36(A — D).
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Slika 4.34 Maseni udio UF-a (Cur, mgaar/100 mgg) u NIE prije probave (—) i kumulativno
otpustenih UF-a na kraju OPs, GPi23 1 IP243 (broj u indeksu oznacava trajanje probave ra¢unajuéi od
pocetka probave) faze in vitro simulirane probave iz NIE, te CS (A), CF(B) i M (C) inkapsulata

dobivenih susenjem raspriivanjem pomocu razli¢itih omotaéa (NAsr, NA-GAsr, NA-ZELgR) te

indeks biodostupnosti (Bl) UF-a ispitivanih uzoraka (D). Razlicita velika i mala te slova grcke
abecede oznacavaju skupine podataka koje se medusobno statisticki znacajno razlikuju prema
faktorskom ANOVA testu i Duncanovom post-hoc testu uz p < 0,05
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Slika 4.35 Maseni udio UFL-a (CurL, mgce/100 mgg) u NIE prije probave (-) i kumulativno
otpustenih UFL-a na kraju OP3, GPi23 i [P243 (broj u indeksu oznacava trajanje probave racunajuci
od pocetka probave) faze in vitro simulirane probave iz NIE, te CS (A), CF (B) i M (C) inkapsulata
dobivenih susenjem rasprsivanjem pomocu razli¢itih omotaca (NAsg, NA-GAsg, NA-ZELgr) te
indeks biodostupnosti (Bl) UFL-a ispitivanih uzoraka (D). Razli¢ita velika i mala te slova grcke
abecede oznacavaju skupine podataka koje se medusobno statisticki zna¢ajno razlikuju prema
faktorskom ANOVA testu i Duncanovom post-hoc testu uz p < 0,05

Kao §to je ranije navedeno (poglavlja 4.4.4.1 1 4.5.4.1) udio otpusStenih UF-a iz NIE uzoraka
bio je najveci u OP fazi, a potom se smanjivao prema IP fazi. Suprotno NIE, udio otpustenih
UF-a u OP fazi iz svih inkapsulata dobivenih suSenjem rasprSivanjem bio je najniZi te se
povecavao prema GP te dalje prema IP fazi gdje je maseni udio UF-a bio ve¢i za 2,1 — 2,7 puta
u odnosu na GP. Osim toga u OP fazi otpusteno je manje UF-a (2,2 — 14,0 puta) iz inkapsulata
u odnosu na NIE. Nadalje, u GP fazi uocava se nizi udio otpuStenih UF-a iz svih NAsr
inkapsulata te CF-NA-GAsr i CF-NA-ZELsr u odnosu na NIE dok je taj udio bio visi u sluaju
CS i M inkapsulata pripremljenih s omota¢ima NA-GAsr i NA-ZELsr u odnosu na NIE. U IP
fazi udio otpustenih UF-a je bio ve¢i u odnosu na NIE (1,2 — 5,7 puta) s izuzetkom za CF-NAsr
inkapsulate kod kojih je udio otpustenih UF-a bio nizi u odnosu na NIE (Slika 4.34 A — C).
Kao §to su opisali De Vos i sur. (2010) te Grgi¢ i sur. (2020), cilj inkapsulacije fenolnih spojeva
je minimizirati otpustanje u oralnoj fazi te u kiselom zelucanom okruzenju kako bi se bioaktivne

tvari oCuvale od razgradnje za kasniju potencijalnu apsorpciju u crijevima. Ovaj ucinak
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potvrduje 1 produljeno otpustanje UF-a iz CF inkapsulata tijekom GP u odnosu na OP (Slika
4.34 B).

Navedeni rezultati upucuju na ¢injenicu da je inkapsulacija suSenjem rasprsivanjem poboljsala
stabilnost UF-a tijekom ranijih faza probave te biodostupnost UF-a nakon probave, §to je
potvrdeno visim vrijednostima B/ (1,2 — 5,8 puta) kod vecine inkapsulata (osim CF-NAsr) u
odnosu na NIE. Prema faktorskom ANOVA testu (Tablica 4.37) oba faktora (omotac i ekstrakt)
imali su znacajan utjecaj na B/ UF-a iz inkapsulata pripremljenih suSenjem rasprsivanjem te
postoji statisticki znacajna interakcija izmedu faktora (15,1 % varijance svih podataka). Pri
tome utjecaj faktora ,,omotac* bio najizrazeniji s obzirom na varijabilnost podataka (54,4 %
varijance) pri ¢emu se su najvece Bl vrijednosti UF-a (37,8 % do 110,8 %) zabiljeZzene kod NA-
7ELsr inkapsulata dok se Bl za NA-GAsr kretao u rasponu 25,2 — 82,4 %, a za NAsr
inkapsulate od 12,8 % do 48,0 % (Slika 4.34 D). Varijabilnost vrijednosti B/ UF-a s obzirom
na koriStene ekstrakte doprinosili su varijanci s 30,4 % pri ¢emu nije bilo statisti¢ki znacajne
razlike izmedu srednjih vrijednosti B/ za CS i M inkapsulate, dok je srednja vrijednost podataka

za BI UF-a za CF inkapsulate bila niZa i statisti¢ki razlicita od prihodne dvije grupe inkapsulata.

Tablica 4.37 Faktorski ANOVA test za Bl vrijednosti UF-a - znacajnost utjecaja (ne)omotaca (NIE,
NAsr, NA-GAsr, NA-ZELsr) i ekstrakta tropa grozda (CS, CF i M) kod inkapsulacije suenjem
rasprSivanjem te veliCina efekta (doprinos faktora i njihove interakcije varijanci pojedinog skupa
podataka)

Izvor varijacije SS df MS F D \;efl;f:;a
Omotac 20341,37 3 6780,46  3185,70 0,0000 * 54,4 %
Ekstrakt 11357,24 2 5678,62  2668,02 0,0000 * 30,4 %
Omotac x ekstrakt 5658,30 6 943,05 443,08 0,0000 * 15,1 %
Pogreska 51,08 24 2,13

* statisticki znacajno uz p < 0,05

Tijekom OP, udio otpustenih UFL iz svih inkapsulata bilo je zna¢ajno nizi (2,2 — 15,2 puta kod
NA sg;4,7 — 22,1 puta kod NA-GAsr 1 3,2 —6,2 puta kod NA-ZELSR) u usporedbi s NIE, koji su
pokazali otpuStanje u rasponu od 3,19 do 4,44 mgcr/100 mgg za sve ekstrakte (Slika 4.35 A—
C). Ovo nize otpusStanje flavonoida iz inkapsulata tijekom OP korisno je, jer omogucuje
ocuvanje flavonoida u ranoj fazi probav i potencijalno bolje otpustanje u IP fazi, gdje se
primarno odvija apsorpcija (Hollman, 2004; Kumar i Pandey, 2013; Thilakarathna i
Rupasinghe, 2013). Tijekom GP, u NIE uzorcima odredene su manje koncentracije UFL-a u
odnosu na OP, §to je takoder uo¢eno kod CS-NAsgr i M-NAsr inkapsulata te CS-NA-ZELgg i
CF-NA-ZELgr inkapsulata (Slika 4.35 A—C). U GP, iz CF i M inkapsulata otpusteno je manje
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UFL-a u usporedbi s NIE (Slika 4.35 B i C). Budu¢i da su flavonoidi osjetljivi na razgradnju u
kiselom okruzenju zeluca, ovo ograni¢eno otpusStanje dodatno naglasava zastitnu ulogu
inkapsulata. U IP, otpusStanje UFL-a znac¢ajno se povec¢alo kod inkapsuliranih uzoraka, koji su
vec¢inom nadmasili NIE (1,1 do 3,9 puta) (Slika 4.35 A—C), osim kod CF-NAsr 1 CF-NA-GAsr
inkapsulata (Slika 4.35 B). Ovo povecano otpustanje u IP odrazilo se i na vrijednosti B/

prikazane na Slici 4.35 D).

Ponovo je faktorski ANOVA test (Tablica 4.38, Slika 4.35) potvrdio znaCajan utjecaj oba
faktora (omotac i ekstrakt) na B/ UFL-a kod inkapsulacije susenjem rasprSivanjem uz statisticki
znacajnu interakcija izmedu faktora. Pri tome utjecaj faktora ,,omotac* imao najveci utjecaj na
varijabilnost svih podataka (55,5 % varijance) uz najvece vrijednost B/ UFL kod inkapsulata
kod kojih je kao omotaé koristena kombinacija NA-ZELsr (5,8 — 12,8 %), potom kombinacija
omotaca NA-GAsr (3,9 — 9,3 %), dok nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu B/ za UFL
kod NAsr inkapsulata i NIE (BI = 3,2 — 5,3 %). Biodostupnost UFL-a bila je najve¢a kod CS
ekstrakta, potom M, a najmanja kod CF ekstrakta. Varijabilnosti BI vrijednosti za UFL s

obzirom na koriSteni ekstrakt te interakciju izmedu omotaca i ekstrakta podjednako su

doprinosile varijanci s 21,4 %, odnosno 22,7 %.

Tablica 4.38 Faktorski ANOVA test za Bl vrijednosti UFL-a - znacajnost utjecaja (ne)omotaca (NIE,
NAsr, NA-GAsg, NA-ZELgR) i ekstrakta tropa grozda (CS, CF i M) kod inkapsulacije susenjem
rasprSivanjem te veli¢ina efekta (doprinos faktora i njihove interakcije varijanci pojedinog skupa
podataka)

Veli¢ina
Izvor varijacije SS d MS F
jacij If p efekta
Omotac 196,152 3 65,384 927,67 0,0000 * 55,5 %
Ekstrakt 75,442 2 37,721 535,19 0,0000 * 21,4 %
Omotaé x ekstrakt 80,040 6 13,340 189,27 0,0000 * 22,7 %
Pogreska 1,692 24 0,070
* statisticki znacajno uz p < 0,05
70 - ‘CS inkapsulati’ CFiTpsulati
70 4
65 |
65 |
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g ss ~ 60 4 CRIJEVNA FAZA
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% 151 4% ORALNA FazA E’“ 20 BT oRALNA FAZA lfo
S FERER
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047 1,0
31 o1t 07 | 17 %2 014 (o0 | 013 *16 014 020 05 4
0 00 - - S I - ” 012 g4 0,08 004 014 010 | 3 006 010 0.14
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Slika 4.36 Maseni udio UPA (Cupa, mg/100 mgg) u NIE prije probave (—) i kumulativno otpustenih
UPA-a na kraju OP3, GPi23 i [P243 (broj u indeksu oznacava trajanje probave racunajuci od pocetka
probave) faze in vitro simulirane probave iz NIE, te CS (A), CF (B) i M (C) inkapsulata dobivenih
susenjem raspriivanjem pomocu razli¢itih omotata (NAsg, NA-GAsg, NA-ZELsg) te indeks
biodostupnosti (B/) UPA ispitivanih uzoraka (D). Razlicita velika i mala te slova grcke abecede
oznacavaju skupine podataka koje se medusobno statisticki znacajno razlikuju prema faktorskom
ANOVA testu i Duncanovom post-hoc testu uz p < 0,05

Otpustanje UPA tijekom OP bilo je dosljedno niZe kod svih inkapsuliranih uzoraka u usporedbi
s svim NIE uzorcima, pri ¢emu su najvise vrijednosti zabiljezene za NAsr inkapsulate (0,12 —
0,53 mg/100 mgg) (Slika 4.36 A—C). Ovo smanjenje otpustanja u OP smatra se korisnim jer
sprjecava preuranjenu razgradnju proantocijanidina u ustima, gdje se njihova apsorpcija ne
odvija (Ou 1 Gu, 2014; Niwano i sur., 2022). Tijekom GP, udio otpuStenih UPA bilo je nizi kod
svih NIE nego u OP dok je udio otpustenih UPA iz svih inkapsulata bio nizak bez jasnog trenda
otpustanja (Slika 4.36 A-C). Ovo produljeno nisko otpustanje koristi stabilnosti
proantocijanidina, Stite¢i th od razgradnje u kiselom ZeluCanom okruzenju 1 osiguravajuci
njihovo ocuvanje za intestinalnu fazu, gdje se odvija vecina apsorpcije. Medutim, u IP,
otpustanje UPA iz NIE dodatno se smanjilo. Kod inkapsulata nije primijecen jasan obrazac
otpustanja, osim minimalno poveéanog otpustanja UPA kod svih NA-ZELsr inkapsulata u

usporedbi s GP (Slika 4.36 A—C).

Prema faktorskom ANOVA testu (Tablica 4.39, Slika 4.38D) oba faktora ,,omotac* (27,1 %
varijance) i ,,ekstrakt“ (16,4 % varijance) imali su znacajni utjecaj na B/ UPA kod inkapsulacije
suSenjem rasprSivanjem uz izrazeniju interakciju izmedu faktora (55,2 % varijance). Omotaci
NA-ZELsr i NA-GAsr osigurali su ve¢i BI u odnosu na NIE gdje su se BI vrijednosti kretale u
rasponu 1,5 % — 4,0 %, dok su NAsr inkapsulati imali manju srednju vrijednost B/ od NIE.
Opcenito, najvec¢a biodostupnost UPA zabiljezena je kod inkapsulata koji su sadrzavali M

ekstrakt, a za inkapsulaciju je koriten omota¢ NA-ZELsg.
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Tablica 4.39 Faktorski ANOVA test za BI vrijednosti UPA - znaCajnost utjecaja (ne)omotaca (NIE,
NAsr, NA-GAsr, NA-ZELsr) 1 ekstrakta tropa grozda (CS, CF i M) kod inkapsulacije suSenjem
rasprSivanjem te veli¢ina efekta (doprinos faktora i njihove interakcije varijanci pojedinog skupa
podataka)

Izvor varijacije sS df MS F p ‘;efléf(‘t‘;a
Omotac 309,83 1 309,83 7752,35 0,0000 * 27,1 %
Ekstrakt 19,87 3 6,62 165,74 0,0000 * 16,4 %
Omota¢ x ekstrakt 12,03 2 6,02 150,56 0,0000 * 55,2 %
Pogreska 40,54 6 6,76 169,06

* statisticki znacajno uz p < 0,05

4.6.5.2. Biodostupnost pojedinac¢nih fenolnih spojeva

Rezultati otpuStanja pojedinac¢nih fenolnih spojeva (fenolne kiseline, stilbeni, flavanoli,
flavonoli, antocijani) iz CS-NIE, CF-NIE 1 M-NIE te CS, CF i M inkapsulata, dobivenih
suSenjem rasprsivanjem tijekom tri faze simulirane probave in vitro prikazani su u Tablicama
P3.1. — 3.3. U Tablici 4.40 prikazane su B/ vrijednosti samo za one ekstrakte i inkapsulate za
koje je bilo moguce izracunati B/ odnosno koji su detektirani nakon kompletne probave
odnosno nakon IP faze probave (ukupno 15 spojeva: galna kiselina, 3,4-dihidroksibenzojeva
kiselina, vanilinska kiselina, siringinska kiselina, elaginska kiselina, o-kumarinska kiselina, p-
kumarinska kiselina, epikatehin, epikatehin galat, galokatehin galat, procijanidini B1 1 B2,
rutin, oenin klorid i peonidin-3-O-glukozid klorid). Statisti¢ka analiza znacajnosti utjecaja

omotaca i ekstrakta na biodostupnost pojedina¢nih fenola prikazana u Tablicama 4.40 1 4.41.

Tablica 4.39 Biodostupnost (B, %) pojedinacnih fenolnih spojeva iz neinkapsuliranih ekstrakata (NIE)
i razli¢itih inkapsulata dobivenih suSenjem rasprSivanjem s obzirom na koriSteni omota¢ (NAsg,
NA-GAsg, NA-ZELsR) i ekstrakt tropa grozda (CS, CF, M) te statisticka zna¢ajnost utjecaja omotaéa i
ekstrakta na B/ fenolnih spojeva prema faktorskom ANOVA testu (Duncanov post-hoc test, p < 0,05)

Fenolni spoj Uzorak BI (%)"
Fenolne kiseline
omotad / ekstrakt CSB CF¢ M A
NIE Y 22,4+0,8 f 108,8 +4,9 bc 47.4+03 d
Galna kiselina NAsr ) 42.8+3,7 de 36,9+04 def 26,9+0,7 ef
NA-GAsr B 117,0+44 b 182+0,0 f 2226+73 a
NA-ZELsg o 2155+44 a  957+04 ¢ 2185+27,7 a

omotac / ekstrakt CSB CF¢ M A

3 4-Dihidroksi- NIE ) 183+0,6 h 70,6 £0,4 ef 12,3+£0,2 h
’ benzojeva NAsr Y 61,729 g 67,1+£3,7 fg 66,9+ 1,2 fg
Kiselina NA-GAsr B 77,075 e 743+2,8 ef 1578+2,7 ¢
NA-ZELgsr o 2266+38 b 149,0+3,8 d 236,8+5,7 a
omotad / ekstrakt CSB CF¢ M A
NIE ) 229+1,1 g 29,6+0,0 f 22,1+£0,7 g
Vanilinska NAsr v 53,0+0,7 e 95+0,8 h 49,3 +0,0 e
kiselina NA-GAsr a 58,5+2,0 d 22,6+05 g 1444+41 a
NA-ZELsr B 876+28 b  240+00 g 724+46 ¢
omotad / ekstrakt CSB CFB M A
Siringinska NIE ) 0,0 d 0,0 d 0,0 d
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Fenolni spoj Uzorak BI (%)"

kiselina NAsr v 0,0 d 2,7+£0,0 d 6,8+0,2 c
NA-GAsr o 0,0 d 1,6 £0,1 d 94,0+ 1,5 a
NA-ZELsg B 0,0 d 0,0 d 280+55 b

omotac / ekstrakt CSB CF¢ M A
NIE ) 1,7+£0,1 ef 1,6 £0,0 ef 15,5+0,5 [§
Elaginska NAsr v 9,0+0,4 ef 0,0 f 70,2 +23 C
kiselina NA-GAsr § 150+ 1,8 e 7,9+0,2 ef 90,6 + 7,7 b
NA-ZELsg o  381+02 d 84+04 ef 1079+18,5 a

omotac / ekstrakt CcsSA CFB M A
NIE ) 78,7+ 12,4 d 48,1+0,3 d 61,7+0,6 d
o-Kumarinska NAsr vy 191,0£158 ¢ 63,8+3,0 d 57,8 £ 14,3 d
kiselina NA-GAsr B 287,5+372 b 19,5+1,7 d 3257+6,6 b
NA-ZELsr o 3372+315 b 548+ 1,8 d 4642+ 66,8 a

omotad / ekstrakt CSB CF 2~ M B
NIE o 87,0+3,3 b 272,8+49,0 a 654+2,5 b
p-Kumarinska NAsr § 0,0 c 0,0 c 0,0 c
kiselina NA-GAsr § 0,0 c 0,0 C 0,0 c
NA-ZELgr B 0,0 c 0,0 c 0,0 c

Flavanoli

omotad / ekstrakt cs A CEC M B
NIE 0% 498 £1,1 d 0,0 f 15,6 £ 0,2 [§
Epikatehin NAsr Y 572+1,2 d 3,6 0,1 f 0,0 f
NA-GAsr § 97,5+ 13,0 b 49+0,8 f 53,5+0,7 d
NA-ZELsr o 139,2+ 1,8 a 8,8+0,4 ef 83,6 +4,7 C

omotac / ekstrakt CSB CF¢ M A

NIE 6 1168+132 d 98,8 +£0,2 de 88,7+ 8,8 de

Epikatehin NAsr y 113,6+240 d 5,8+0,3 f 367,8+45,1 b
galat NA-GAsr B 186,3+28,5 ¢ 36,7+3,7 ef 461,0+25,8 a
NA-ZELsr o 3564+10,2 b 19,6 + 1,6 f 4764+ 68,3 a

omotad / ekstrakt CSB CF¢ M A
NIE 5 2514104 h 150,047 ] 234002 h
Galokatehin NAsr vy o 6924+£2211 e 120,3+0,5 k 580,7+17,3 f
galat NA-GAsr B 980,7+17,9 d 197,6 £ 8,7 1 1342,7+10,3 ¢
NA-ZELsr o 20287+150 a  3482+09 g 19709+1,7 b

omotad / ekstrakt cs A CF¢ M B
NIE ) 0,0 f 0,0 f 0,0 f
Procijanidin B1 NAsr v 71,2+ 8,1 d 0,0 f 48,4 +4,5 e
NA-GAsr B 130,4 + 4,1 bc 0,0 f 119,1 £ 7,1 C
NA-ZELsr o 155,1+6,2 a 0,0 f 1354+149 b

omotad / ekstrakt CSB CF¢ M A
NIE B 0,0 c 0,00 c 0,0 c
. W NAsg B 0,0 ¢ 1,115 b 0,0 c
Procijanidin B2 = 1\ ‘G o 0,0 ¢ 97+0,] b  2838+105 a
NA-ZELgr B 0,0 c 0,0 c 0,0 c

Flavonoli

omotad / ekstrakt CSB CF A M B
NIE o 0,0 b 290+28 a 0,0 b
Rutin NAsr B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
NA-GAsr B 0,0 b 0,0 b 0,0 b
NA-ZELsg B 0,0 b 0,0 b 0,0 b

Antocijani

omotad / ekstrakt CSB CF¢ M A
NIE o 344+2,8 cd 32,7+29 cd 62,6 £4,5 a
Oenin klorid NAsr v 9,1+1,4 ef 4,7+0,1 f 14,9+ 0,2 e

NA-GAsr B 28,0+ 3,6 d 3,4+0,3 f 40,1 £0,0 bec

NA-ZELgsr o 639+105 a 10207 ef 447+46 b

omotad / ekstrakt CSB CFB MA
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Fenolni spoj Uzorak BI (%)"
Peonidin30 NIE o« 247+43 b  240+29 b 424+59 a
eonﬁﬂgnd ) NAsr B 0,0 ¢ 25+03 ¢ 0,0 c
gklori f NA-GAsg B 0,0 c 0,0 c 0,0 c
NA-ZELsg B 0,0 c 0,0 c 0,0 c

* srednje vrijednosti + SD pojedinih grupa podataka; razli¢ita slova (velika, mala te mala slova gréke abecede) oznacavaju

statisti¢ki znacajno razli¢ite skupove podataka za svaki faktor

Tablica 4.41 Statistitka znacajnost utjecaja omotaéa (NAsr, NA-GAsg, NA-ZELsg) i ekstrakta tropa
grozda (CS, CF i M) na BI pojedinac¢nih fenolnih spojeva iz neinkapsuliranih ekstrakata i njihovih
inkapsulata dobivenih suSenjem rasprSivanjem prema faktorskom ANOVA testu te veliina efekta
(doprinos faktora i njihove interakcije varijanci pojedinog skupa podataka)

. . Veli¢ina
Fenolni spoj Faktor efekta

omotac 0,0000 * 50,5 %

Galna kiselina ekstrakt 0,0000 * 11,5 %

omotad x ekstrakt 0,0000 * 37,3 %

omotac 0,0000 * 81,4 %

3,4-Dihidroksibenzojeva kiselina ekstrakt 0,0000 * 2.9%

omotad x ekstrakt 0,0000 * 15,5 %

omotac 0,0000 * 29,3 %

Vanilinska kiselina ekstrakt 0,0000 * 33,4 %

omotad x ekstrakt 0,0000 * 37,1 %

omotac 0,0000 * 22,6 %

Fenolne kiseline Siriginska kiselina ekstrakt 0,0000 * 32,6 %

omotad x ekstrakt ~ 0,0000 * 44,6 %

omotac 0,0000 * 20,6 %

Elaginska kiselina ekstrakt 0,0000 * 63,5 %

omotad x ekstrakt ~ 0,0000 * 14,6 %

omotac 0,0000 * 36,7 %

o-Kumarinska kiselina ekstrakt 0,0000 * 34,0 %

omotad x ekstrakt 0,0000 * 27,8 %

omotac 0,0000 * 62,4 %

p-Kumarinska kiselina ekstrakt 0,0000 * 9,0 %

omotad x ekstrakt 0,0000 * 26,9 %

omotac 0,0000 * 29,0 %

Epikatehin ekstrakt 0,0000 * 58,6 %

omotaC x ekstrakt 0,0000 * 12,0 %

omotaé 0,0000 * 16,9 %

Epikatehin galat ekstrakt 0,0000 * 56,7 %

omotad x ekstrakt ~ 0,0000 * 25,1 %

omotaé 0,0000 * 49,1 %

Flavanoli Galokatehin galat ekstrakt 0,0000 * 32,8 %

omotad x ekstrakt ~ 0,0000 * 18,1 %

omotac 0,0000 * 38,7 %

Procijanidin B1 ekstrakt 0,0000 * 41,1 %

omotaé x ekstrakt 0,0000 * 19,7 %

omotac 0,0000 * 28.8 %

Procijanidin B2 ekstrakt 0,0000 * 17,1 %

omotac x ekstrakt 0,0000 * 54,0 %

Flavonoli Rutin omotac 0,0000 * 27,1 %
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ekstrakt 0,0000 * 18,1 %

omotad x ekstrakt 0,0000 * 54,3 %

omotac 0,0000 * 42,7 %

Oenin klorid ekstrakt 0,0000 * 33,5%

Antocijani omotac x ekstrakt 0,0000 * 22,0 %
omotac 0,0000 * 88,9 %

Peonidin-3-0-glukozid-klorid ekstrakt 0,0037 * 2,1 %

omotad x ekstrakt 0,0002 * 7,6 %

* statisticki znacajan utjecaj uz p < 0,05

Faktorijalni ANOVA test pokazuje da su oba faktora (omotacC i1 ekstrakt) imali statistiCki
znacajan utjecaj na Bl vrijednosti pojedinacnih fenolnih spojeva kod inkapsulata dobivenih
suSenjem rasprSivanjem te da postoji statisticki znacajna interakcija izmedu faktora (Tablica
4.41). Utjecaj faktora ,,omota¢” bio je dominantan na varijabilnost B/ kod 9 pojedinac¢nih
fenolnih spojeva (galna kiselina, 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina o-kumarinska kiselina, p-
kumarinska kiselina, galokatehin galat, procijanidini B2, rutin, oenin klorid i peonidin-3-O-
glukozid klorid) s 27,1 — 88,9 % varijance, dok je utjecaj faktora ,,ekstrakt™ imao najveci utjecaj
na varijabilnost B/ kod 6 fenolnih spojeva (vanilinska kiselina, siringinska kiselina, elaginska

kiselina, epikatehin, epikatehin galat, procijanidini B1) s 32,6 — 63,5 % varijance.

Kod ve¢ine fenolnih spojeva uoceno je da je inkapsulacija suSenjem rasprSivanjem pridonijela
povecanju njihove biodostupnosti u odnosu na NIE (Tablica 4.40). Medutim, rezultati post-hoc
analize (Duncanov test, p < 0,05) pokazuju da se ne izdvaja niti jedan omotac 1 ekstrakt koji su
imali najve¢i utjecaj na BI vrijednosti svih navedenih pojedinacnih fenolnih spojeva §to je u
skladu s visokim doprinosom utjecaja interakcije omotaca i ekstrakta na varijabilnosti B/
vrijednosti svih pojedina¢nih spojeva (7,6 — 54,3 % varijance) (Tablice 4.40 1 4.41). Opcenito,
u pogledu ispitivanih omota¢a moZe se uoditi da je NA-ZELsg imala najveéi utjecaj na
povecanje biodostupnosti kod 8 fenolnih spojeva (galna kiselina, 3,4-dihidroksibenzojeva
kiselina, elaginska kiselina, o-kumarinska kiselina, epikatehin, epikatehin galat, galokatehin
galat, procijanidini B1), potom NA-GAsr na 3 fenolna spoja (vanilinska kiselina, siringinska
kiselina, procijanidini B2) dok je NAsr od omotaca najmanje pridonosio porastu B/ fenolnih
spojeva te su u nekim slucajevima B/ vrijednosti fenolnih spojeva iz ovih inkapsulata bile ili
nize od NIE (npr. BI za galnu kiselinu) ili nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na NIE
(npr. BI za epikatehin). Moze se pretpostaviti da dodatak drugog omotaca natrij alginatu
pridonosi ja¢im interakcijama izmedu omotaca i fenolnih spojeva kao §to su zakljucili drugi
autori (Ribas-Agusti 1 sur., 2018; Seczyk i sur., 2021). Na primjer, hidroksilne skupine galne

kiseline mogu formirati stabilizirajuée vodikove veze sa Zelatinom u NA-ZELgg inkapsulatima
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(Hager i sur., 2012; Asghari-Varzaneh i sur., 2024), dok svojstva stabiliziranja emulzije gume
arabike u NA-GAGsr inkapsulatima stvaraju zastitno okruzenje za primjerice siringinsku kiselinu
(Patel 1 Goyal, 2015; De Souza i sur., 2019). Ove interakcije izmedu fenolnih spojeva i matriksa
inkapsulata utjecu na ucinkovitost zastite pojedinacnih fenolnih kiselina, njihovo otpustanje i
kona¢no poboljsanje biodostupnosti. Rezultati upuéuju da kombinacija omota¢a pomaze u
zaStiti aktivnih sastojaka od rane razgradnje, omogucéujuéi njihovo ciljano oslobadanje u
intestinalnoj fazi, gdje je apsorpcija najpovoljnija. U pogledu ekstrakata, sveukupno, najvece
vrijednosti Bl za ve¢inu fenolnih spojeva uocene su kod M ekstrakta ili inkapsulata dok su

najnize vrijednost B/ ve¢inom zabiljezene kod CF ekstrakta ili inkapsulata (Tablica 4.40).

Fenolne Kkiseline kvantificirane nakon IP faze su galna kiselina, 3,4-dihidroksibenzojeva
kiselina, vanilinska kiselina, siringinska kiselina, elaginska kiselina, o-kumarinska kiselina,
p-kumarinska kiselina. NajviSe vrijednosti B/ galne kiseline zabiljeZene su kod M te CS
inkapsulata pripremljenih s omotatem NA-ZELsr (215,5 — 2185 %) te M-NA-GAsr
inkapsulata (222,6 %). Ove vrijednosti su bile zna¢ajno vece, i1 to 4,6 — 9,6 puta, u odnosu na
CS-NIE i M-NIE dok NAsz inkapsulati pripremljeni s ovim ekstraktima nisu doprinijeli
povecanju BI galne kiseline. Isto tako, kod CF uzorka inkapsulacija nije doprinijela povecanju
BI galne kiseline. Kod 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline, B/ vrijednosti su bile vec¢e za 2,1 —
19,3 puta za sve NA-ZELgr inkapsulate u odnosu na NIE, a najvisa BI vrijednost ove kiseline
je utvrdena kod M-NA-ZELsr (236,8%). BI za sve NA-GAsr inkapsulate bila je veéa do 12,8
puta u odnosu na NIE, dok je kod CS-NAsr i M-NAsr vrijednost bila veca 3,5 puta odnosno
5,4 puta u odnosu na pripadajuée NIE, a CF-NAsr inkapsulati nisu pridonijeli poveéanju
biodostupnosti u odnosu na CF-NIE. Biodostupnost vanilinske kiseline poboljSana je
inkapsulacijom suSenjem rasprSivanjem (izuzev kod uzoraka CF) i to za 2,2 — 6,5 puta u odnosu
na NIE, a najvec¢a biodostupnost je utvrdena kod M-NA-GAsr inkapsulata (144,4 %).
Siringinska kiselina pokazala je specifican obrazac otpuStanja, pri ¢emu se uglavnom
oslobadala tijekom OP 1 GP, te kod svih CS uzorka te CF-NIE 1 M-NIE nije detektirana u IP
Sto je rezultiralo nemoguénos$¢éu izraCunavanja njezinog B1. Medutim, u IP, siringinska kiselina
detektirana je kod CF 1 M inkapsulata koji su doprinijeli pove¢anju B/ u odnosu na NIE, a
najveca vrijednost Bl postignuta je kod M-NA-GAsr inkapsulata (94,0 %). Kod elaginske
kiseline, koja je iz NIE minimalno otpusStena samo u IP, B/ vrijednosti su bile vece (5,3 — 22,4
puta kod NA-ZELsr inkapsulata; 4,5 — 8,8 puta kod NA-GAsr inkapsulata te 4,5 — 5,3 puta kod
NAsr inkapsulata, te) u odnosu na NIE, a najvisa BI vrijednost (107,9 %) je utvrdena kod
M-NA-ZELgR . BI vrijednosti o-kumarinske kiseline iz veéine inkapsulata (izuzev CF-NA-
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GAsr 1 M-NAsr) u odnosu na NIE bile su vece za 1,1 — 7,5 puta, a najveci Bl od 464,2 % je
ostvaren kod M-NA-ZELsgr S druge strane, p-kumarinska kiselina, koja je detektirana u svim
fazama probave NIE, nije bila prisutna tijekom simulirane probave inkapsulata, §to ukazuje na
moguca ogranic¢enja u ucinkovitosti inkapsulacije ovog spoja ili na niske pocetne koncentracije
spoja. Ostale fenolne kiseline, p-hidroksibenzojeva kiselina, kafeinska kiselina i ferulinska
kiselina koje su detektirane u neinkapsuliranim CS, CF i M ekstraktima prije probave nisu
detektirane u niti jednoj fazi simulirane probave NIE uzoraka i pripadajuc¢ih inkapsulata

(Tablice 4.3 1 4.40, Tablica P3.1 —3.3).

Flavanoli. Profil otpustanja svih flavanola prikazan je u Tablicama P3.1 — 3.3, gdje je vidljivo
da neki od flavanola nisu detektirani u svim fazama probave, a za one koji nisu detektirani u IP
fazi (katehin iz svih ekstrakata i inkapsulata, epikatehin iz CF ekstrakta i M-NAsr inkapsulata,
procijanidin B1 iz CS-NIE, CF-NIE 1 M-NIE te iz svih CF inkapsulata, procijanidin B2 iz svih
NIE i svih CS inkapsulata, te CF-NA-ZELgr inkapsulata, M-NAsg i M-NA-ZELgRr) nije bilo
moguce izracunati BI. Sveukupno iz svih rezultata je vidljivo da su B vrijednosti za epikatehin
1 procijanidin B1 bile su najvece kod CS ekstrakta, dok su za ostale flavanole B/ vrijednosti bile
najvece kod uzorka M, a najnize kod uzorka CF. Nadalje, biodostupnost svih flavanola je
poboljsana inkapsulacijom rasprSivanjem pomocu jednog ili viSe omotaca pri cemu je dodatni

omotac¢ dodan alginatu pozitivno utjecao na B/ flavanola.

Otpustanje epikatehina variralo je ovisno o ekstraktu i koriStenim omotacima. Biodostupnost
ovog spoja bila je ve¢ za 1,1 — 5,4 puta veca iz inkapsulata nego iz NIE, a najve¢i Bl odreden
je za CS-NA-ZELsr inkapsulate (139,2 %).Epikatehin galat, koji nije bio prisutan u OP, imao
je Bl vrijednosti vece za 1,6 — 5,4 puta kod CS 1 M inkapsulata u odnosu na NIE, a najve¢i B/
je uoéen kod M-NA-ZELsr (476,4 %) dok BI CF uzoraka nije bilo moguée odrediti. U skupini
flavanola galokatehin galat imao je najvece BI vrijednosti koje su bile od 1,3 do 8,4 puta vece
kod inkapsulata odnosu na NIE, a najve¢i BI je odreden kod CS-NA-ZELsr inkapsulata
(2028,7%). Procijanidin B1, koji je minimalno otpusten iz NIE u OP i1 GP, pokazao je
poboljsanje BI nakon inkapsulacije kod uzorka CS 1 M s najve¢im B/ za inkapsulate CS-NA-
ZELsr (155,1 %) dok BI kod CF uzorka nije bilo moguée kao niti kod svih NIE uzoraka.
Procijanidn B2, iako je pokazao ogranieno otpustanje u vecini uzoraka, dosegao je najvec¢i Bl
za M-NA-GAsr inkapsulate s vrijednoS¢u od 283,8 %. Niza stabilnost procijanidina B2 u
kasnijim fazama probave moze se pripisati njegovom kompleksiranju s drugim sastojcima
prehrane ili njegovoj brzoj razgradnji tijekom probavnog procesa, kako su opisali (Zhu 1 sur.,

2002; Ou i Gu, 2014) (Tablice 4.3 i 4.40, Tablice P3.1 — 3.3).

215



Martinovic J. Inkapsulacija ekstrakata tropa grozda... 4. REZULTATI I RASPRAVA

Stilbeni i flavonoli. Tijekom probave nije zabiljezeno otpustanje stilbena resveratrola i &-
viniferina u niti jednom od neinkapsuliranih i inkapsuliranih uzoraka §to ukazuje na njihovu
visoku osjetljivost na probavne uvjete. Ovi rezultati su u skladu s literaturom koja istice
osjetljivost ovih spojeva na pH i enzime probavnog sustava (Giuliani i sur., 2016). Sli¢no tome,
otpustanje flavonola kempferola nije zabiljeZeno niti iz NIE niti iz inkapsulata tijekom probave.
Medutim, dva druga ispitivana flavonola, kvercetin i rutin, detektirana su u OP i GP fazi za sve
NIE (rutin i u IP kod NIE-CF), dok nisu identificirani u inkapsuliranim uzorcima (Tablice 4.3
14.40,Tablica P3.1 — 3.3).

Antocijani. StatistiCka analiza (ANOVA, Ducanov post-hoc test, p < 0,05) je pokazala da nema
statisti¢ki zna¢ajne razlike u biodostupnosti oenin klorida iz NA-ZELsr inkapsulata i NIE te da
ostali inkapsulati nisu pridonijeli povecanju biodostupnosti ovog spoja u odnosu na NIE. S
druge strane, mirtilin klorid i petunidin klorid detektirani su isklju¢ivo u NIE prije probave te
tijekom OP i GP oralne, dok u IP ovi antocijani nisu bili prisutni (Tablice 4.3, Tablice P3.1 —
3.3). Kuromanin klorid tijekom probave nije dokazan niti u NIE niti u inkapsulatima. Kalistefin
klorid dokazan je jedino kod CF-NIE prije probave dok tijekom probave nije dokazan niti u
jednoj fazi probave (Tablice 4.3,Tablice P3.1 — 3.3). Kod peonidin-3-O-glukozid klorida, B/
vrijednosti su odredene za sve NIE, krecuci se u rasponu od 24,0 % do 42,4 % (Tablice 4.3 1
4.40,Tablice P3.1 — 3.3). Medutim, inkapsulacija nije poboljSala B/ ovog spoja, §to ukazuje na
njegovu nisku stabilnost pod ispitivanim uvjetima. Ovi rezultati su u skladu s prethodnim

istrazivanjima koja isti¢u osjetljivost antocijanina na probavne uvjete (Tarone i sur., 2020).

Zaklju¢no, prema rezultatima u poglavlju 4.6, statisticka analiza pokazala je da su i omotac
1 ekstrakt statisticki znacajno utjecali na EEsr uz znacajnu interakciju izmedu faktora. Najveci
utjecaj na varijabilnost £Esr imao je omotac. NajviSe vrijednosti EEsr postignute su kod
kombinacije omotaca NA-ZELsr (95,90 — 98,01 %), a bile su vece za 1,4 — 1,7 puta u odnosu
EEsr za NAsr inkapsulate. Sto se ti¢e ekstrakta, M ekstrakti su imali niZe prosje¢ne vrijednost

EEsr u odnosu na CS 1 CF ekstrakte.

Nadalje, analiza veli¢ine inkapsulata pokazala je jasnu povezanost izmedu vrste omotaca i
homogene raspodjele Gestica. Kombinacijom omotata NA-GAsr i NA-ZELsg dobiveni su
manji 1 ujednaceniji inkapsulati, dok je primjena samog NAsr rezultirala ve¢im Cesticama s
Sirokom distribucijom veli¢ine Cestica. Ove informacije o veli€ini i1 raspodjeli Cestica imaju
kljuénu ulogu pri odabiru omotaca, jer direktno utjeCu na potencijalnu primjenu inkapsulata,

ukljucujuci zastitu aktivnih tvari i kontrolirano ili produzeno otpustanje.
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Termofizikalna analiza pokazala je da su NA-GAsr i NA-ZELsr inkapsulati imali homogeniju
strukturu i blago povecanu toplinsku stabilnost u odnosu na NAsr. Intenziteti vrhova 1 Siri
prijelazi u termogramima ovih inkapsulata ukazuju na sporiju degradaciju i jaCe interakcije
omotaca s fenolnim spojevima, dok termogram za NAsr pokazuje ostrije prijelaze i vecu
toplinsku osjetljivost. Ovi rezultati ukazuju da kombinacija polimera u omotacu moze
poboljsati stabilnost i o¢uvanje funkcionalnih svojstava fenolnih spojeva tijekom procesa

suSenja 1 skladistenja.

Provedbom otpustanja UF-a zakljuceno je da su se iz NAsr inkapsulata UF oslobadali brzo u
OP fazi, dok je u GP i IP otpustanje bilo umjereno. Dodatkom GA natrijevom alginatu o¢uvanje
UF-a u ranim fazama se pobolj$alo, iako je dodatkom ZEL natrijevom alginatu bio vidljiv
najpovoljniji profil otpuStanja s minimalnim otpuStanjem u OP i GP te povecanje udjela
otpustenith UF u IP fazi, §to omogucuje ciljano oslobadanje u crijevima. Kinetiku otpustanja
UF-a iz NAsr 1 NA-GAsr inkapsulata najbolje opisuje model prvog reda uz Fickovu difuziju
kao glavni mehanizam otpustanja UF-a, dok otpustanje iz NA-ZELsr najbolje aproksimira

Higuchijev model.

Sveukupno, svi NA-ZELsr inkapsulati dosljedno su pokazali najvise BI vrijednosti za UF, UFL
1 UPA za sve ekstrakte, Sto ukazuje na njthovu iznimnu zasStitu u ranijim fazama probave 1
ucinkovitost otpustanja u crijevnoj fazi. Inkapsulati CS i M pokazali su dosljednost u profilu
otpustanja kroz faze probave i povezanoj biodostupnosti, dok su inkapsulati CF pokazali
odredena odstupanja. Ipak, ak i za CF-NA-ZELsr inkapsulate, znadajno je poboljsana
biodostupnost u usporedbi s NIE, potvrdujuc¢i prednost ove kombinacije omotaca pred ostalim
omota¢ima. NA-ZELsgr inkapsulati imali su ve¢i Bl za UF, UFL 1 UPA u odnosu na NIE za 1,1
— 5,8 puta.

Omota¢ i ekstrakt statisticki su znacajno utjecali na biodostupnost pojedinac¢nih fenolnih
spojeva kod inkapsulata dobivenih suSenjem rasprSivanjem, pri ¢emu je omotaC imao
dominantnu ulogu za veéinu spojeva. Inkapsulacija susenjem rasprSivanjem je opcenito
povecala Bl u odnosu na NIE, §to potvrduje da primjena omotaca znac¢ajno poboljSava zastitu i
potencijalnu apsorpciju fenolnih spojeva tijekom probave Kombinacija NA-ZELsg pokazala se
najucinkovitijom u ocuvanju vecine spojeva tijekom ranih faza probave, omogucujuci
kontrolirano otpuStanje u intestinalnoj fazi, dok je sam NAsr imao najmanji u¢inak. NAsr
inkapsulati rezultirali s B/ vrijednostima ve¢im za 1,1 — 5,4 puta u odnosu na NIE, NA-GAsz
inkapsulati za 1,3 — 12,8 puta te NA-ZEL inkapsulati za 1,1 — 22,4 puta ve¢im BI vrijednostima

u odnosu na NIE. Interakcija omotaca i ekstrakta imala je znacajan utjecaj na varijabilnost BI,
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Sto naglasava vaznost odabira optimalnih kombinacija omotaca i ekstrakta za postizanje
najboljeg BI. U pogledu ekstrakata, najvece vrijednosti B/ za veéinu fenolnih spojeva
zabiljezene su kod M ekstrakta, dok su najniZe vrijednosti uglavnom povezane s CF ekstraktom,
Sto pokazuje da i priroda ekstrakta utjeCe na otpuStanje i potencijalnu apsorpciju bioaktivnih

spojeva.

4.7. USPOREDBA INDEKSA BIODOSTUPNOS'VTI FENOLNIH
SPOJEVA - UTJECAJ METODE, OMOTACA 1 EKSTRAKT
Usporedba srednjih B/ vrijednosti za UF, UFL 1 UPA ostvarenih iz CS, CF i M inkapsulata
dobivenih razli¢itim metodama inkapsulacije (ionskim geliranjem - IG, suSenjem
zamrzavanjem - SZ i susenjem rasprsivanjem - SR) uz pomo¢ razli¢itih omotaca (NA, NA-GA,
NA-ZEL) prikazana je u Tablici 4.42. Statisticka znacajnost utjecaja metode inkapsulacije,
omotaca i ekstrakta na zavisne varijable odnosno B/ procijenjena je faktorskim ANOVA testom

(Tablica 4.43) i Duncanovim post-hoc testom (p < 0,05) (Tablica 4.42).

Tablica 4.42 Usporedba biodostupnosti (B, %) pojedinih skupina fenolnih spojeva (UF, UFL, UPA) iz
razlicitih inkapsulata s obzirom na metodu inkapsulacije (IG, SZ, SR), koristeni omota¢ (NA, NA-GA,
NA-ZEL) i ekstrakata tropa grozda (CS, CF, M), prema faktorskom ANOVA testu

Zavisna varijabla: BI (%)"
Faktor
UF UFL UPA
1G 76,6 £26,2 X 94+34 Y 4,1+2,0 X
Metoda inkapsulacije SZ 59,4+294 Y 98+£29 X 30£1,6 2
SR 58,7+32,8 Y 70+34 ¢ 3615 Y
NA 39,5+12,9 58+1,8 7 29+14 7
Omotaé NA-GA 62,0+20,8 P 93+32 °F 33+1,4 P
NA-ZEL 932+27,1 *  11,1£26 *  45+20 =°
CS 72,5+27,1 A 92+25 A 3719 A
Ekstrakt CF 58,0+34,8 ¢ 9,1+44 A 3,619 4B
M 64,1 +28,1 B 79+3,1 B 34+14 B

* srednje vrijednosti + SD pojedinih grupa podataka; razli¢ita slova oznaavaju statisti¢ki znacajno razli¢ite skupove podataka
za svaki faktor

Tablica 4.43 Faktorski ANOVA test za Bl za UF, UFL i UPA iz razli¢itih inkapsulata — znacajnost
utjecaja metode inkapsulacije, omotaca i ekstrakta tropa grozda te veli¢ina efekta (doprinos faktora i
njihove interakcije varijanci pojedinog skupa podataka)

Faktorski ANOVA test za BIur

oo . Veli¢ina
Izvor varijacije SS df MS F D efekta
Metoda 5529,5 2 2764,7 902,8 0,0000 * 7,5 %
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Omotad 39186,6 2 195933 63982 0,0000 * 53,0 %
Ekstrakt 2832,1 2 1416,1 462,4 0,0000 * 3,8%
Metoda x omotac 1027.9 4 257,0 83,9 0,0000 * 1,4 %
Metoda x ekstrakt 19171,8 4 4793,0 1565,1 0,0000 * 25,9 %
Omotad x ekstrakt 260,2 4 65,0 21,2 0,0000 * 0,4 %
Metoda x omotaé x ekstrakt 5750,6 8 718,8 2347 0,0000 * 7,8 %
Pogreska 165,4 54 3,1
Faktorski ANOVA test za BIurL

e .. Veli¢ina
Izvor varijacije SS daf MS F D efekta
Metoda 123,1 2 61,6 402,3 0,0000 * 13,2 %
Omotad 399,1 2 199.,6 1304,1 0,0000 * 42,6 %
Ekstrakt 28,3 2 14,2 92,6 0,0000 * 3,0%
Metoda x omotaé 19,8 4 4,9 32,3 0,0000 * 2,1 %
Metoda x ekstrakt 267,5 4 66,9 437,0 0,0000 * 28,6 %
Omota¢ x ekstrakt 1,1 4 0,3 1,8 0,1426
Metoda x omotaé x ekstrakt 88,8 8 11,1 72,6 0,0000 * 9,5 %
Pogreska 8,3 54 0,2
Faktorski ANOVA test za Blupa

e .. Veli¢ina
Izvor varijacije SS daf MS F y, efekta
Metoda 13,9 2,0 6,9 37,5 0,0000 * 5,6 %
Omotad 40,4 2,0 20,2 109,1 0,0000 * 16,4 %
Ekstrakt 1,2 2,0 0,6 3,2 0,0494 * 0,5 %
Metoda x omotad 15,0 4,0 3,8 20,2 0,0000 * 6,1 %
Metoda x ekstrakt 116,2 4,0 29,1 156,8 0,0000 * 472 %
Omota¢ x ekstrakt 5,7 4,0 1,4 7,6 0,0001 * 2,3 %
Metoda x omotaé x ekstrakt 438 8,0 5,5 29,5 0,0000 * 17,8 %
Pogreska 10,0 54,0 0,2

* statisticki znacajno (p < 0,05); ™nije statisticki znacajno (p > 0,05)

Prema faktorskom ANOVA testu (Tablica 4.43) sva tri faktora (metoda inkapsulacije, omotac,
ekstrakt) kao i njihove interakcije (izuzev interakcije omotaca i ekstrakta kod UFL-a) su imala
statisticki znaCajan utjecaj na biodostupnost UF-a, UFL-a i UPA. Pri tome je omota¢ imao
najvedi utjecaj na varijabilnost svih podataka (53 % varijance kod UF-a, 42,6 % UFL-a 1 16,4
% kod UPA), potom metoda inkapsulacije (7,5 % kod UF-a, 13,2% kod UFL-a i 5,6 % kod
UPA) te ekstrakt (3,8 % kod UF-a, 3,0 % kod UFL-a i 0,5% kod UPA). Od svih interakcija,
utjecaj interakcije metode 1 ekstrakta na BI sve tri zavisne varijable je najviSe bio izraZen sa
25,9 — 47,2 % varijance. 1z Tablice 4.42 vidljivo je da je najveca biodostupnost za UF-a i UPA
ostvarena iz inkapsulata dobivenih ionskim geliranjem dok je za UFL najveca biodostupnost
ostvarena kod inkapsulata dobivenih suSenjem zamrzavanjem. Biodostupnost UF-a, UFL-a i
UPA bila je najveca kada je koristen omota¢ NA-ZEL, te kod CS uzorka iako se BI za UFL i

UPA kod CF ekstrakta nije statisticki znacajno razlikovala od CS uzorka.

Usporedba srednjih B/ vrijednosti za pojedinac¢ne fenolne spojeve ostvarenih iz CS, CF i M
inkapsulata dobivenih razli¢itim metodama inkapsulacije (IG, SZ i SR) uz pomo¢ razlicitih

omotaca (NA, NA-GA, NA-ZEL) prikazana je u Tablici 4.42. Statisti¢ka znacajnost utjecaja
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metode inkapsulacije, omotaca i ekstrakta na zavisne varijable odnosno BI procijenjena je
faktorskim ANOVA testom (Tablica 4.45) i Duncanovim post hoc testom (p < 0,05) (Tablica
4.44).
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Tablica 4.44 Usporedba biodostupnovsti (BI, %) pojedinacnih fenolnih spojeva iz razli¢itih inkapsulata s obzirom na metodu inkapsulacije (IG, SZ, SR),
koriSteni omotac (NA, NA-GA, NA-ZEL) i ekstrakt tropa grozda (CS, CF, M), prema faktorskom ANOVA testu

Fak Metoda inkapsulacije Omotac Ekstrakt
aktor v
IG SZ SR NA NA-GA NA-ZEL cs CF M
Polifirnolni spoj Zavisna varijabla: BI (%)
poj
Galnakiselina | 15134999 X  336+285 110,4 + 85,0 52,8+4493 7 8814646 P 1543+1155 °| 11254978 81,5+ 99,5 1012+749 *®
3,4-Dihidroksi-
benzojeva 167,8£206,1 X  430+339 124,1 + 68,7 632+649 ' 8514473 P 186742030 ¢ | 7794655 1764 +202,0 80,6+714 B
kiselina
Vﬁfs‘:ﬁ‘rf:a 4124319 ¢ 464+136 57,9 +39,7 3534136 ' 6054352 ¢ 497+343 P | 6444190 24,1+ 133 5704377 B
Sll?irslegllirrllsaka 0,0+0,0 L 87+254 14,8 +30,2 L1£23 7 1934370 ° 3,149.2 f 0,0£0,0 924252 143+£304  °
E]fsg;ﬁflﬁa 166+138 2 263+217 38,6 +39,8 2124221 P 2224268 P 3814333 | 1494105 12,5+9,7 5404339 A
O'I%‘ST;T;ZS]‘“ 973,1£539,0 X 228,6+1032 200,2 + 156,5 330,543294 ' 4168+341,6 P 6545+669,0 ¢ | 4853 +394,6 273,5+3152 6432+ 6359 A
Katehin 924196 X 23+68 0,0 £ 0,0 00400 ' 28+81 P 88+192 ¢ 0,0+0,0 0,04 0,0 1,6£196 A
Epikatehin 3763+231,8 X 97,5+90,3 49,8 +48.4 1392+ 1403 7 174742108 P  209,6+251,7 © | 297,0 %2603 58,2 +72,1 1683+163,9 B
Epikatchin galat | 1017,9 £776,0 X 4589 +288,3 24,9 + 188,1 371,14274,1 ' 504,1+4525 P 8264+8223 ¢ | 728,6+496,0 154,4 +149,5 818,6+7273 A
Galokatehin x N B u B
palat 870,2 +392,9 577,8 +261,0 918,0 + 700,6 4758+1994 7 729843773 1160,5 + 591,1 1032,0 +491,6 3702 + 173,1 963,8 + 4827
Procijanidin B1 27479 Yo 00400 73,3+ 62,2 133+263 P 304+525 ¢  323+624 ¢ | 396+614 0,04 0,0 364+528 B
Procijanidin B2 | 159+312 Y 31490 33,8+91,1 1243,6 7 4224900 ¢ 944272 P 0,0+0,0 54493 4744913 A
Oenin klorid 0,6+1,7 Z 122485 243 +20,8 85+87 ' 104+138 P 1824220 | 13.8+205 56+4,1 1784168 *
Peonidin-3-0- z M 8 B A
0,0+0,0 35+75 03+0.,8 38+7.4 0,0 +0,0 0,0 +0,0 0,0 +0,0 13430 25+73

glukozid klorid

* srednje vrijednosti = SD pojedinih grupa podataka; razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajno razli¢ite skupove podataka za svaki faktor
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Tablica 4.45 Faktorski ANOVA test za Bl za pojedinacne fenolne spojeve iz razli€itih inkapsulata —
znacajnost utjecaja: metode inkapsulacije, omotaca i ekstrakta tropa grozda

Faktorski ANOVA test za BI (galna Kiselina)

Izvor varijacije SS df MS F p Veli¢ina efekta
Metoda 128552,0 2 64276,0 975,7 0,0000 * 29,6 %
Omotac 95575,5 2 47787,8 725,4 0,0000 * 22,0 %
Ekstrakt 8867,1 2 4433,6 67,3 0,0000 * 2,0 %
Metoda x omotac 510494 4 12762,4 193,7 0,0000 * 11,7 %
Metoda x ekstrakt 56804,6 4 14201,2 215,6 0,0000 * 13,1 %
Omotac x ekstrakt 28972,8 4 72432 110,0 0,0000 * 6,7 %
Metoda x omotac x ekstrakt 63265,3 8 7908,2 120,0 0,0000 * 14,5 %
Pogreska 1778.7 27 65,9

Faktorski ANOVA test za BI (3,4-dihidroksi-benzojeva kiselina)

Izvor varijacije A daf MS F P Veli¢ina efekta
Metoda 144490,1 2 72245,0 488.,9 0,0000 * 15,0 %
Omotac 156408,0 2 78204,0 529,2 0,0000 * 16,2 %
Ekstrakt 113400,9 2 56700,4 383,7 0,0000 * 11,7 %
Metoda x omotaé 87702,0 4 21925,5 148,4 0,0000 * 9,1 %
Metoda x ekstrakt 231188,7 4 57797,2 391,1 0,0000 * 23,9 %
Omotac x ekstrakt 45463.,0 4 11365,7 76,9 0,0000 * 4,7 %
Metoda x omotaé x ekstrakt 183772,8 8 22971,6 155,5 0,0000 * 19,0 %
Pogreska 3989,7 27 147,8

Faktorski ANOVA test za BI (vanilinska kiselina)

Izvor varijacije SS df MS F p Velicina efekta
Metoda 2631,8 2 13159 95,9 0,0000 * 5,3 %
Omotac 57654 2 2882,7 210,0 0,0000 * 11,5 %
Ekstrakt 16615,2 2 8307,6 605,2 0,0494 * 333%
Metoda x omotac 28523 4 713,1 51,9 0,0000 * 5,7 %
Metoda x ekstrakt 8585,4 4 2146,3 156,4 0,0000 * 17,2 %
Omotac x ekstrakt 7478,6 4 1869,6 136,2 0,0001 * 15,0 %
Metoda x omota¢ x ekstrakt 5629.,8 8 703,7 51,3 0,0000 * 11,3 %
Pogreska 370,6 27 13,7

Faktorski ANOVA test za BI (siringinska Kiselina)

Izvor varijacije SS df MS F P Veli¢ina efekta
Metoda 1988,7 2 994,4 257,1 0,0000 * 7,0 %
Omotac 3602,9 2 1801,4 465,8 0,0000 * 12,7 %
Ekstrakt 1893.,0 2 946,5 2447 0,0000 * 6,7 %
Metoda x omotac 1859,1 4 464,8 120,2 0,0000 * 6,5 %
Metoda x ekstrakt 7971,9 4 1993,0 515,3 0,0000 * 28,1 %
Omotac x ekstrakt 1897,6 4 4744 122,7 0,0000 * 6,7 %
Metoda x omota¢ x ekstrakt 9098,3 8 1137,3 294,0 0,0000 * 32,0 %
Pogreska 104,4 27 3,9

Faktorski ANOVA test za BI (elaginska kiselina)

Izvor varijacije SS df MS F p Veli¢ina efekta
Metoda 43554 2 2177,7 130,7 0,0000 * 10,2 %
Omotac 3256,9 2 1628,4 97,7 0,0000 * 7,6 %
Ekstrakt 19517,0 2 9758.,5 585,7 0,0000 * 458 %
Metoda x omotaé 1826,4 4 456,6 274 0,0000 * 43 %
Metoda x ekstrakt 9051,8 4 22629 135,8 0,0000 * 21,3 %
Omotad x ekstrakt 173,7 4 434 2,6 0,0580™"s

Metoda x omotaé x ekstrakt 3955,1 8 494 .4 29,7 0,0000 * 9,3 %
Pogreska 4498 27 16,7

Faktorski ANOVA test za BI (o-kumarinska kiselina)

Izvor varijacije SS df MS F p Veli¢ina efekta
Metoda 6914926 2 3457463 1668,7 0,0000 * 55,5 %
Omotac 1013365 2 506683 244.6 0,0000 * 8,1 %
Ekstrakt 1238892 2 619446 299,0 0,0000 * 10,0 %
Metoda x omotad 1632180 4 408045 196,9 0,0000 * 13,1 %
Metoda x ekstrakt 1260133 4 315033 152,1 0,0000 * 10,1 %
Omotac x ekstrakt 163934 4 40983 19,8 0,0000 * 1,3%
Metoda x omotac x ekstrakt 171743 8 21468 10,4 0,0000 * 1,4 %
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Pogreska 55941 2072

Faktorski ANOVA test za BI (katehin)

Izvor varijacije SS MS F p Veli¢ina efekta
Metoda 833,3 416,6 334,1 0,0000 * 10,2 %
Omotaé 728,3 364,1 292,0 0,0000 * 8,9 %
Ekstrakt 1605,3 802,7 643,7 0,0000 * 19,7 %
Metoda x omotac 606,2 151,5 121,5 0,0000 * 7,4 %
Metoda x ekstrakt 1666,5 416,6 334,1 0,0000 * 20,5 %
Omotac x ekstrakt 1456,6 364,1 292,0 0,0000 * 17,9 %
Metoda x omota¢ x ekstrakt 12123 151,5 121,5 0,0000 * 14,9 %
Pogreska 33,7 1,2

Faktorski ANOVA test za BI (epikatehin)

Izvor varijacije SS MS F )i Veli¢ina efekta
Metoda 1119422 559711 6777,8 0,0000 * 50,6 %
Omotac 44534 22267 269,6 0,0000 * 2,0 %
Ekstrakt 514213 257107 3113,4 0,0000 * 233 %
Metoda x omotaé 151956 37989 460,0 0,0000 * 6,9 %
Metoda x ekstrakt 250667 62667 758.,9 0,0000 * 11,3 %
Omotaé x ekstrakt 40326 10081 122,1 0,0000 * 1,8 %
Metoda x omotac x ekstrakt 88126 11016 1334 0,0000 * 4,0 %
Pogreska 2230 83

Faktorski ANOVA test za BI (epikatehin galat)

Izvor varijacije SS MS F p Velicina efekta
Metoda 5976449 2988225 4821,9 0,0000 * 32,8 %
Omotaé 1973630 986815 1592,4 0,0000 * 10,8 %
Ekstrakt 4673934 2336967 3771,0 0,0000 * 25,6 %
Metoda x omotad 1337677 334419 539,6 0,0000 * 7.3 %
Metoda x ekstrakt 1724455 431114 695,7 0,0000 * 9,5 %
Omotac x ekstrakt 999935 249984 403,4 0,0000 * 5,5%
Metoda x omotaé x ekstrakt 1525161 190645 307,6 0,0000 * 8,4 %
Pogreska 16732 620

Faktorski ANOVA test za BI (galokatehin galat)

Izvor varijacije SS MS F P Veli¢ina efekta
Metoda 1221390 610695 2057,8 0,0000 * 9,1 %
Omotac 4313562 2156781 7267,5 0,0000 * 323%
Ekstrakt 4770990 2385495 8038,1 0,0000 * 35,7 %
Metoda x omotad 445910 111478 375,6 0,0000 * 3,3 %
Metoda x ekstrakt 1271796 317949 1071,4 0,0000 * 9,5 %
Omotaé x ekstrakt 836302 209075 704,5 0,0000 * 6,3 %
Metoda x omota¢ x ekstrakt 480805 60101 202,5 0,0000 * 3,6 %
Pogreska 8013 297

Faktorski ANOVA test za BI (procijanidin B1)

Izvor varijacije SS MS F p Veli¢ina efekta
Metoda 621429 2 31071,4 20274 0,0000 * 48,2 %
Omotaé 3946,5 2 1973,3 128,8 0,0000 * 3,1 %
Ekstrakt 17416,4 2 8708,2 568,2 0,0000 * 13,5 %
Metoda x omotad 69322 4 1733,1 113,1 0,0000 * 5,4 %
Metoda x ekstrakt 32135,6 4 8033,9 5242 0,0000 * 24,9 %
Omota¢ x ekstrakt 2236,3 4 559,1 36,5 0,0000 * 1,7 %
Metoda x omotaé¢ x ekstrakt 3669,3 8 458,7 29,9 0,0000 * 2.8%
Pogreska 413,8 27 15,3

Faktorski ANOVA test za BI (procijanidin B2)

Izvor varijacije SS df MS F p Veli¢ina efekta
Metoda 8601,0 2 4300,5 788,7 0,0000 * 5,1 %
Omotac 16919,0 2 8459,5 1551,5 0,0000 * 10,1 %
Ekstrakt 24231,3 2 12115,6 2222,0 0,0000 * 14,5 %
Metoda x omotad 22779,8 4 5695.,0 1044,5 0,0000 * 13,6 %
Metoda x ekstrakt 18516,1 4 4629,0 849,0 0,0000 * 11,1 %
Omotad x ekstrakt 25985,7 4 6496,4 1191,5 0,0000 * 15,5 %
Metoda x omotaé x ekstrakt 50286,4 8 6285,8 1152,8 0,0000 * 30,0 %
Pogreska 1472 27 5,5

223



Martinovié J. Inkapsulacija ekstrakata tropa grozda... 4. REZULTATI I RASPRAVA

Faktorski ANOVA test za BI (oenin klorid)

Izvor varijacije SS df MS F p Veli¢ina efekta
Metoda 5081,0 2 2540,5 459,0 0,0000 * 37,1 %
Omotaé 940,6 2 470,3 85,0 0,0000 * 6,9 %
Ekstrakt 14043 2 702,1 126,9 0,0000 * 10,3 %
Metoda x omotad 2171,2 4 542,8 98,1 0,0000 * 15,9 %
Metoda x ekstrakt 2184.,9 4 546,2 98,7 0,0000 * 16,0 %
Omotaé x ekstrakt 709,2 4 177,3 32,0 0,0000 * 52 %
Metoda x omota¢ x ekstrakt 1039,0 8 129,9 23,5 0,0000 * 7,6 %
Pogreska 1494 27 5,5

Faktorski ANOVA test za BI (peonidin-3-0-glukozid klorid)

Izvor varijacije A daf MS F P Veli¢ina efekta
Metoda 138,7 2 69,3 3016,2 0,0000 * 12,5 %
Omotaé 174,2 2 87,1 3789.,8 0,0000 * 15,7 %
Ekstrakt 56,1 2 28,1 1220,3 0,0000 * 5,1 %
Metoda x omotaé 2773 4 69,3 3016,2 0,0000 * 25,0 %
Metoda x ekstrakt 116,5 4 29,1 1266,9 0,0000 * 10,5 %
Omotaé x ekstrakt 112,2 4 28,1 1220,3 0,0000 * 10,1 %
Metoda x omota¢ x ekstrakt 2330 8 29,1 1266,9 0,0000 * 21,0 %
Pogreska 0,6 27 0,0

* statisticki znacajno (p < 0,05); ™ nije statisticki znacajno (p > 0,05)

Faktorski ANOVA test (Tablica 4.45) pokazuje da su sva tri faktora (metoda inkapsulacije,
omotag, ekstrakt) kao 1 njihove interakcije (osim interakcije omotac-ekstrakt kod elaginske
kiseline) imali statisticki znac¢ajan utjecaj na biodostupnost pojedina¢nih fenolnih spojeva. Pri
tome je ekstrakt imao najveci utjecaj na varijabilnost B/ vrijednosti vanilinske kiseline,
elaginske kiseline, katehina, galokatehin galata, procijanidina B2 (14,15 — 45,8 % varijance).
Metoda inkapsulacije je najviSe utjecala na varijabilnost Bl kod galne kiseline, o-kumarinske
kiseline, epikatehina, epikatehin galata, procijanidina B1 1 oenin klorida (29,6 % — 55,5 %) dok
je omotac najvise utjecao na varijabilnost B/ kod 3,4-dihidroksi-benzojeve kiseline, siringinske
kiseline 1 peonidin-3-O-glukozid klorida (12,7 % — 15,7 %). Od svih interakcija dva faktora
najvedi utjecaj na varijabilnost B/ vrijednosti ve¢ine pojedinacnih fenola imala je interakcija
metode 1 ekstrakta (9,5% — 24,9 %). S druge strane interakcija sva tri faktora je utjecala sa
1,4 — 32 % na varijabilnost podataka za B/ svih fenolnih spojeva. Galna kiselina, 3,4-dihidroksi-
benzojeve kiselina, o-kumarinska kiselina, katehin, epikatehin, epikatehin galat 1 galokatehin
galat imali su najvecu biodostupnost iz inkapsulata dobivenih ionskim geliranjem; peonidin-3-
O-glukozid klorid iz inkapsulata dobivenih suSenjem zamrzavanjem; a vanilinska kiselina,
siringinska kiselina, elaginska kiselina, procijanidini B1 1 B2 te oenin klorid su pokazali
najbolju biodostupnost 1z inkapsulata dobivenih suSenjem rasprSivanjem. Inkapsulati
pripremljeni s omotatem NA-ZEL su za veéinu fenolnih spojeva imali najvece BI vrijednosti,
osim vanilinske kiseline, siringinske kiseline te procijanidina B1 i B2 kod kojih je B/ bio najveci
1z NA-GA inkapsulata te kod peonidin-3-O-glukozid klorida ¢iji je BI bio najveci kod NA

inkapsulata . Inkapsulati M ekstrakta imali su najvece vrijednosti B/ za ve¢inu fenolnih spojeva
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dok su BI vrijednosti za 3,4-dihidroksi-benzojeve kiseline bile najvece za CF inkapsulate, a za
galnu kiselinu, vanilinsku kiselinu, epikatehin, galokatehin, procijanidin B1 najvece BI
vrijednosti su ostvarene iz CS inkapsulata (Tablica 4.44). Navedeni rezultati potvrduju vaznost

utjecaja interakcije ispitivanih faktora na B/ vrijednosti prikazanu u Tablici 4.45.
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Rezultati provedenog istrazivanja doprinijeli su ostvarenju postavljenih ciljeva

doktorskog rada na temelju ¢ega su doneseni slijedeéi zakljuéci:

> optimalni uvjeti konvencionalne kruto-tekuc¢e ekstrakcije za postizanje maksimalnog
prinosa ukupnih fenolnih spojeva, ukupnih flavonoida i1 ukupnih ekstraktibilnih
proantocijanidina iz tropa grozda cabernet sauvignon su 50 %-tna vodene otopina etanola

kao otapalo, omjer tekuce/kruto 40 mL/g i temperatura 80 °C;

> razvijen je proces inkapsulacije ekstrakta tropa grozda ionskim geliranjem uz primjenu

razli¢itih omotaca prirodnog porijekla gdje su izvedeni slijedeci zakljuccei:

o optimalni uvjeti za postizanje maksimalne uc¢inkovitosti inkapsulacije ekstrakta
cabernet sauvignon ionskim geliranjem su: koncentracija natrijevog alginata od 3 %
(w/v), koncentracija kalcijevog klorida od 0,25 M 1 vrijeme umreZavanja od 10

minuta,

o vrsta omotaca (natrij alginat i njegove kombinacije s gumom arabikom, gumom
tragacanth, maltodekstrinima, kitozanom ili Zelatinom) i metoda suSenja
hidrogelova znacajno utjeCu na geometrijske parametre, teksturu, morfologiju
inkapsulata dobivenih ionskim geliranjem te na profil in vitro otpusStanja fenolnih
spojeva tijekom simulirane probave iz inkapsulata. Nakon sveobuhvatne
karakterizacije inkapsulata odabrani su omota¢i NA NA-ZEL i NA-GA koji su
koriSteni i za ostale dvije metode inkapsulacije (suSenje zamrzavanjem i suSenje

rasprSivanjem),

o NA-ZELiG inkapsulati pokazali su najpovoljniji profil otpustanja koji ukljuduje
postepeno otpustanje fenolnih spojeva tijekom probave uz najvece otpustanje

fenolnih spojeva u crijevnoj fazi §to osigurava vecu biodostupnost fenolnih spojeva,

o za stabilizaciju hidrogelova proizvedenih ionskim geliranjem suSenje
zamrzavanjem (liofilizacija) pokazalo se prikladnije u odnosu na suSenje na zraku i
suSenje pod vakuumom, jer je uzrokovala najmanje promjene u morfologiji i veli€ini
inkapsulata te omogucila najvece kumulativno otpustanje ukupnih fenolnih spojeva

iz inkapsulata.
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Zakljuéci izvedeni nakon provedbe sve tri metode inkapsulacije (ionskim geliranjem,

suSenjem zamrzavanjem i suSenjem rasprsivanjem) su slijededi:

>

izgled, veliCina i morfologija dobivenih inkapsulata razlikovao se s obzirom na metodu
inkapsulacije pa je ionsko geliranje 1 suSenje rasprSivanjem dalo inkapsulate priblizno
sferi¢nog oblika uz vece Cestice kod ionskog geliranja, dok je kod susenja zamrzavanjem
oblik i veli¢ina Cestica bila ovisna o naknadnom usitnjavanju (Cestice u obliku ,,tankih
listica®);

inkapsulati pripremljeni s NA, NA-ZEL i NA-GA omota¢ima imali su amorfnu strukturu za
razliku od kristalne strukture ekstrakata $to pogoduje boljoj stabilnosti te boljoj topljivosti

1 biodostupnosti fenolnih tvari ekstrakata;

difuzija je prevladavaju¢i mehanizam otpustanja fenolnih spojeva iz svih inkapsulata, koja
je bila uvjetovana kombinacijom fizikalnih, strukturnih i morfoloskih svojstva inkapsulata.
Kinetika otpustanja fenolnih spojeva iz inkapsulata u vecini sluCajeva opisana je
Korsmeyer—Peppas modelom ili modelom prvog reda osim za NA-ZEL inkapsulate
dobivene ionskim geliranjem 1 suSenjem rasprSivanjem gdje se kao najprikladniji
matematicki model pokazao Higuchi model Sto upucuje na postupno otpustanje iz
inkapsulata uvjetovano strukturom omotaca koje se povezuje s pH-osjetljivoséu i
bubrenjem Zelatine u uvjetima crijevne faze, pove¢avanjem propusnosti i oslobadanjem

fenolnih spojeva;

kombinacija NA 1 drugog omotaca bez obzira na metodu inkapsulacije rezultirala je ve¢om
ucinkovitosti inkapsulacije fenolnih spojeva u odnosu na ¢isti NA pri ¢emu je u€inkovitost
bila najveéa kod svih NA-ZEL inkapsulata s maksimalnim poveéanjem do 2,1 puta u
odnosu na NA inkapsulate (kod ionskog geliranja), Sto se moze pripisati interakcijama
fenolnih spojeva s proteinima (Zelatina) putem vodikovih veza, elektrostatskih i hidrofobnih
interakcija;

pojedini fenolni spojevi (galokatehin galat, o-kumarinsku kiselinu i epikatehin galat)
pokazuju izraZeniji porast biodostupnosti nakon simulirane probave in vitro u odnosu na
ostale fenolne spojeve, Sto upucuje na zastitni uc¢inak inkapsulacije i vjerojatnu razgradnju

sloZenijih spojeva u jednostavnije fenolne spojeve tijekom probave;

inkapsulacija svim metodama doprinijela je povec¢anju B/ u odnosu na neinkapsulirane

ekstrakte pri cemu su postignuta maksimalna povecanja kako slijedi:
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O

O

do 5,8 puta za ukupne fenolne spojeve kod susenja zamrzavanjem i suSenjem

rasprsivanjem,

do 3,9 puta za ukupne flavonoide kod suSenja zamrzavanjem i suSenjem

rasprSivanjem,
do 4,1 puta za ukupne proantocijanidine kod susenja raspr§ivanjem,

do 34,2 puta za pojedinacne fenolne spojeve (epikatehin) kod ionskog geliranja;

> Usporedene su vrijednosti Bl fenolnih spojeva iz inkapsulata dobivenih trima metodama

inkapsulacije te su izvedeni slijede¢i zakljucci:

o

Bl ukupnih i pojedinacnih fenolnih spojeva iz inkapsulata ovisi o omotacu, ekstraktu
i metodi inkapsulacije te njihovoj interakciji odnosno djelovanje jednog faktora

ovisilo je o utjecaju preostala dva faktora,

omotaC je imao dominantan utjecaj na Bl svih ukupnih fenolnih spojeva dok je
dominacija utjecaja pojedinog faktora (omota¢, metoda, ekstrakt) na BI

pojedinac¢nih fenolnih spojeva ovisila o fenolnom spoju,

ionskim geliranjem je postignut najve¢i Bl kod ukupnih flavonoida, ukupnih
proantocijanidina, katehina, epikatehina, epikatehin galata, galokatehin galata te

kod galne, 3,4-dihidroksibenzojeve i1 o-kumarinske kiseline,

suSenjem zamrzavanjem je postignut najve¢i B/ kod ukupnih flavonoida i
peonidin-3-0-glukozid klorida,

suSenjem rasprSivanjem je postignut najve¢i BI kod procijanidina B1 1 B2, oenin
klorida te kod vanilinske, siringinske i elaginske kiseline,

s obzirom na koristeni omotac najvisi B/ kod svih ukupnih fenolnih spojeva i ve¢ine

pojedinaénih fenolnih spojeva ostvaren je iz NA-ZEL inkapsulata,

s obzirom na koriSteni ekstrakt najvisi B/ ukupnih fenolnih spojeva bio je ostvaren
kod CS inkapsulata, najvisi B/ ukupnih flavonoida i ukupnih proantocijanidina kod
CS 1 CF inkapsulata, a M inkapsulati su imali najvee vrijednosti Bl vecine

pojedinac¢nih fenolnih spojeva.
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Slijedom navedenih zakljucaka potvrdene su pomoc¢ne hipoteze doktorskog rada kako
slijedi:
> trop grozda, koji zaostaje kao proizvodni ostatak vinarija, moguce je iskoristiti za
proizvodnju bioloski aktivnih ekstrakata bogatih fenolnim spojevima;
> stabilnost fenolnih spojeva u ekstraktima tropa grozda moguce je ocuvati
inkapsulacijom;
> inkapsulacija poboljsava funkcionalna svojstva ekstrakata;
> metoda inkapsulacije 1 omotaci utjeCu na ucinkovitost inkapsulacije i otpustanje fenolnih

spojeva u probavnom sustavu.

Sve prethodno navedeno potvrduje i glavnu hipotezu doktorskog rada, koja glasi:

Inkapsulacija ionskim geliranjem povecava biodostupnost fenolnih spojeva iz ekstrakata tropa
grozda tijekom in vitro probave. Takoder i ostale dvije ispitivane metoda inkapsulacije
doprinijele su povecanju biodostupnosti §to sugerira da se odabirom metode i omota¢a moze

posti¢i zeljeni uc¢inak s obzirom na povecanje biodostupnosti ukupnih ili pojedinac¢nih fenolnih

spojeva u odnosu na neinkapsulirane ekstrakte.

Znanstveni doprinos ovog doktorskog rada ogleda se u razvoju procesa inkapsulacije
ekstrakata tropa grozda uz primjenu razli¢itith omotaca prirodnog porijekla, s ciljem ocuvanja
stabilnosti 1 poboljSanja biodostupnosti fenolnih spojeva u probavnom sustavu. Karakterizacija
inkapsulata 1 primjena prikladnih matematickih modela za opisivanje kinetike otpuStanja
fenolnih spojeva u uvjetima in vitro simulirane probave pridonijet ¢e boljem razumijevanju
sloZzenith mehanizama probave koji utjeCu na biodostupnost fenolnih spojeva u probavnom
sustavu. Predvidanje kinetike otpustanja inkapsulirane aktivne tvari odgovaraju¢im
matematickim modelom moze doprinijeti odabiru odgovarajuéeg omotaa za postizanje
odredene brzine otpuStanja aktivne tvari te prilagodavanju doze aktivne tvari u konacnoj

formulaciji hrane ili dodataka prehrani.
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Slika P1.1 SEM slike CS inkapsulata dobivenih ionskim geliranjem pomocu razli¢itih omotaca (NAig,
NA-MDlig, NA-MDhis, NA-GTi6, NA-GAi6, NA-ZELiG, NA/1,5KZi6, NA/1,0KZi6, NA/0,5K Zc,
NA(1,5KZ)i6, NA(1,0KZ)i6, NA(0,5KZ)i6 1 suSenjem hidrogelova na zraku (AD), pod vakuumom
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Slika P1.2 Kinetika otpustanja UF-a iz CS inkapsulata pripremljenih pomocu inkapsulacije ionskim geliranjem primjenom razli¢itih omotaca (NAig, NA-
MDlig, NA-MDig, NA-GTig, NA-GA1g, NA-ZELig, NA/1,5KZig, NA/1,0KZig, NA/1,5KZig, NA(1,5KZ)16, NA(1,0KZ)16 1 NA(0,5KZ)16) 1 tri metode
suSenja hidrogelova (susenje na zraku, vakuum susenje i susenje zamrzavanjem) (simboli - eksperimentalni podaci, linije - aproksimativne krivulje prema
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Slika P1.3 Kinetika otpustanja UF-a iz CS, CF i M inkapsulata pripremljenih pomo¢u ionskog geliranja primjenom razli¢itih omotaca (NAG, NA-GAig,
NA-ZELig, NA(1,5KZ)i6) i suSenjem hidrogelova zamrzavanjem (simboli - eksperimentalni podaci, linije - aproksimativne krivulje prema razli¢itim

matematickim modelima)

Tablica P1.1 Maseni udio pojedina¢nih fenolnih spojeva iz neinkapsuliranog ekstrakta tropa groZda cabernet sauvignon (CS-NIE) te inkapsuliranog CS
ekstrakta ionskim geliranjem pomocu razlicitih omotac¢a (NAig, NA-GAic, NA-ZELig, NA(1,5KZ)i tijekom tri faze in vitro simulirane probave

Oralna faza

Zeluéana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP3 GPs3 GP123 1P1s3 1P243
Fenolne kiseline (ng/100 mgg)
CS-NIE 0,70 = 0,04 - 1,25 +£0,01 - 36,26 + 1,29
NAic 1,37 £ 0,03 13,26 £ 0,20 12,86 £ 0,27 390,38 + 6,50 229,99 £ 12,26
Galna kiselina NA-GAiG 2,10+ 0,05 32,00 £ 0,58 36,01 £1,25 269,02 + 10,10 196,65 £ 6,16
NA-ZELig 2,96 £ 0,07 29,18 £ 0,44 28,30+ 0,59 889,42 + 46,79 502,89 +26,80
NA(1,5KZ)i6 1,39+ 0,10 2531 +0,85 26,92 +1,15 375,70 £ 2,99 134,72 £ 1,65
CS-NIE nd - nd - 11,36 £0,37
NAic nd nd nd 51,00 +£9,94 26,48 + 7,46
3,4-Dihidroksibenzojeva kiselina NA-GAiG nd nd nd 79,46 £ 0,73 67,96 +£ 0,94
NA-ZELiG nd nd nd 110,87 + 21,62 69,91 + 32,66
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd 52,96 = 0,20 52,50+2,18
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Oralna faza

Zeluéana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP; GPe3 GP123 1P1s3 1P243
CS-NIE nd - nd - 2,39 +0,11
NAiG nd nd nd 3,80 £ 0,07 4,10 0,20
Vanilinska kiselina NA-GAiG nd nd nd 8,32+0,31 8,19+0,31
NA-ZELic nd nd nd 7,70 £ 0,29 9,68 + 1,46
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd 4,20+ 0,00
CS-NIE 9,94 + 0,04 - 3,10 = 0,06 - nd
NAig nd nd nd nd nd
Siringinska kiselina NA-GAG nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)16 2,68 +£0,07 nd nd nd nd
CS-NIE nd - nd - 1,63+0,11
NAiG 1,39 0,00 1,16 0,03 2,86+0,10 6,19+ 0,53 5,61 +0,47
Elaginska kiselina NA-GAIG nd 1,52+0,16 2,55+0,16 11,05 +0,21 9,59 £ 0,42
NA-ZELiG nd nd 3,28+0,22 18,41 £ 0,74 8,55 + 3,06
NA(1,5KZ)16 nd 1,49 £ 0,07 4,37 £0,39 9,21 +0,53 6,81 £0,13
CS-NIE nd - nd - nd
NAic nd nd nd nd nd
p-Hidroksibenzojeva kiselina NA-GAIG nd nd nd nd nd
NA-ZELic nd nd nd nd nd
NA(L,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
CS-NIE nd - nd - 5,87 +£0,93
NAiG nd 2,31 +£0,07 3,00 £ 0,84 24,80+ 0,46 44,85 +333
o-Kumarinska kiselina NA-GAIG nd 2,89 +£0,21 4,17 £0,26 36,75 +0,52 54,90 £ 0,63
NA-ZELic nd nd 3,80 £ 0,81 68,98 +£0,15 107,75 £ 8,74
NA(L5KZ)i6 nd 3,67 + 0,00 8,47 + 0,39 32,05 + 0,00 36,87 + 0,00
CS-NIE 0,59 +0,14 - 0,21 + 0,07 - 2,99 +0,11
NAIG nd nd nd nd nd
p-Kumarinska kiselina NA-GAic nd nd nd nd nd
NA-ZELig nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
CS-NIE nd - nd - nd
NAic nd nd nd nd nd
Kafeinska kiselina NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
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Oralna faza

Zeluéana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP; GPe3 GP123 1P1s3 1P243
CS-NIE nd - nd - nd
NAiG nd nd nd nd nd
Ferulinska kiselina NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELig nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
Flavanoli (ng/100 mgg)
CS-NIE 79,11 £1,67 - 34,62 +0,71 - 50,19+ 1,13
NAG nd nd nd 415,84 £2,32 404,81 + 13,92
Epikatehin NA-GAIG nd nd nd 713,75 £ 12,71 701,59 +£ 1,25
NA-ZELi6 1126 +0,54 nd 24,34 +0,74 806,50 + 8,83 754,84 + 36,13
NA(1,5KZ)16 nd nd nd 420,67 £1,73 460,26 £+ 7,99
CS-NIEs 61,78 + 1,82 - 12,14 0,57 - nd
NAIG 4,75+ 1,17 nd nd nd nd
Katehin NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELig 17,71 £3,10 nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
CS-NIE nd - 6,99 £0,16 - 6,75+0,76
NAiG nd 14,16 £0,27 20,76 = 1,54 36,80 + 0,46 40,37 +£0,33
Epikatehin galat NA-GAiG nd 20,99 + 0,42 32,17+0,52 62,74 + 3,54 83,23 +1,25
NA-ZELiG nd 13,60 £ 0,15 21,74+ 1,32 75,84 +£2,50 120,21 +0,73
NA(1,5KZ)i6 nd 23,66 + 0,43 70,72 + 4,67 4337+126 46,67 3,56
CS-NIE nd - nd - 182,35 +7.,51
. NAiG nd nd nd 45334 +5,10 502,23 2,33
Galokatehin galat NA-GAiG nd nd nd 762,57 + 3,02 858,62 + 14,40
NA-ZELig nd nd nd 975,15 £ 21,04 1165,12 + 40,64
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd 491,67 +0,20 559,89 + 3,83
CS-NIE 21,28 £1,36 - nd - nd
NAiG nd nd nd nd nd
Procijanidin B1 NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
CS-NIE 22,85+ 0,34 - 8,81+0,07 - nd
e NAi nd nd nd nd nd
Procijanidin B2 NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELig nd nd nd nd nd
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Oralna faza

Zeluéana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP; GPe3 GP123 1P1s3 1P243
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
Flavonoli (ng/100 mgg)
CS-NIE 17,75 £ 0,06 - 1,60 + 0,08 - nd
NAiG nd nd nd nd nd
Kvercetin NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELig nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
CS-NIE 4,95+0,13 - 2,53 £0,07 - nd
NAic nd nd nd nd nd
Rutin NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
CS-NIE nd - nd - nd
NAIG nd nd nd nd nd
Kempferol NA-GAG nd nd nd nd nd
NA-ZELig nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
Stilbeni (ug/100 mgg)
CS-NIE nd - nd - nd
NAic nd nd nd nd nd
Resveratrol NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(L,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
CS-NIE nd - nd - nd
NAig nd nd nd nd nd
¢-Viniferin NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
Antocijani (ng/100 mgk)
CS-NIE 47,12 £0,25 - 64,71 0,01 - 31,42 +2,56
NAic 3414022 4,60 +0,17 2,77 +0,57 nd nd
Oenin klorid NA-GAic 15,83 +£0,03 2,60+ 0,10 26,93 +£0,31 9,87 £0,21 nd
NA-ZELig 9,75 £ 0,58 9,76 + 0,00 2,39 +£0,29 nd nd
NA(1,5KZ)ic 3,10+£0,17 18,13 +1,28 7,19+0,76 3,71 £0,07 2,61+0,13
Mirtilin klorid CS-NIE 2,29 £ 0,03 - nd - nd
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Oralna faza Zelucana faza Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP; GPe3 GP123 1P1s3 1P243
NAiG nd nd nd nd nd
NA-GAG nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
CS-NIE 0,96 + 0,04 - nd - nd
NAic nd nd nd nd nd
Petunidin klorid NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELig nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
CS-NIE 5,40 + 0,04 - 6,29+ 0,21 - 2,41 +£0,42
NAIG nd nd nd nd nd
Peonidin-3-0-glukozid klorid NA-GAiG 1,12+0,18 nd nd nd nd
NA-ZELig nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
CS-NIE nd - nd - nd
NAic nd nd nd nd nd
Kuromanin klorid NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd

OP — oralna faza, GP — Zelucana faza, IP — crijevna faza, nd — spoj nije identificiran, ,,-

— spoj nije odreden. Brojevi u indeksu kratica oznac¢avaju vremenski interval kada je odredeni uzorak uzet

tijekom simulirane probave (npr. GPs3 — 63. minuta Zelu¢ane faze). Za ekstrakt su prikazane krajnje tocke oralne, zelu€ane i crijevne faze (OP3, GP123, [P243). Maseni udio pojedinacnih fenolnih
spojeva prikazan je kao srednja vrijednost (ng/100 mgg) + SD.
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Tablica P1.2 Maseni udio pojedina¢nih fenolnih spojeva iz neinkapsuliranog ekstrakta tropa groZda cabernet franc (CF-NIE) te inkapsuliranog CF
ekstrakta ionskim geliranjem pomocu razlicitih omotaca (NAig, NA-GAiG, NA-ZELg, NA(1,5KZ)is tijekom tri faze in vitro simulirane probave

Oralna faza Zelucana faza Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP; GPe3 GP123 1P1s3 1P243
Fenolne kiseline (ng/100 mgg)
CF-NIE 2,09 £ 0,06 - 1,19+0,17 - 141,38 6,37
NAiG 4,32+ 1,49 10,75 + 0,62 13,38 £ 0,27 146,65 + 8,57 170,14 2,39
Galna kiselina NA-GAic 3,40 + 0,09 9,08 +0,51 7,41 £0,47 67,19 +1,63 40,82 +3,76
NA-ZELig 2,71+ 0,80 12,29 + 0,84 8,51 0,46 454,44 +7,72 430,49 + 25,37
NA(1,5KZ)i6 1,00 £ 0,07 12,45+ 0,07 8,94 £ 0,40 181,46 + 6,75 158,67 + 14,97
CF-NIE nd - nd - 17,01 = 0,08
NAic nd nd nd 81,61 +1,62 55,88 £ 0,07
3.,4-Dihidroksibenzojeva kiselina NA-(:JAIG nd nd nd 37,86 £4,62 31,49 £6,46
NA-ZELiG nd nd nd 171,89 + 4,48 170,71 £ 2,40
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd 73,97 £ 0,55 73,52 +£0,20
CF-NIE nd - nd - 4,39 + 0,00
NAiG nd nd nd 3,39+ 0,20 3,33 +0,20
Vanilinska kiselina NA-GAiG nd nd nd 3,57+0,43 438 +0,6
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
CF-NIE 6,92 £0,78 - nd - nd
NAig 5,97 £0,26 4,46 £0,48 3,78 £0,14 nd nd
Siringinska kiselina NA-GAic nd nd nd nd nd
NA-ZELiG 13,41 £1,25 10,18 £0,15 12,77 + 0,46 nd nd
NA(1,5KZ)iG 3,5240,12 3,09 + 0,85 1,47 £0,33 nd nd
CF-NIE nd - nd - 1,28 +0,00
NAiG 1,72 40,17 121 40,07 10,62 + 0,07 8,83 + 0,34 7,58 + 0,48
Elaginska kiselina NA-GAiG nd nd nd 3,57 +£0,09 2,66 + 0,09
NA-ZELig nd 9,74 + 0,15 17,41 + 0,85 28,05+0,77 25,90 + 0,90
NA(1,5KZ)i6 nd 8,05 + 0,00 12,00 £ 0,77 9,93 +£0,41 8,50 +£ 0,87
CF-NIE nd - nd - nd
NAic nd nd nd nd nd
p-Hidroksibenzojeva kiselina NA-GAic nd nd nd nd nd
NA-ZELi6 nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
o-Kumarinska kiselina CF-NIE nd - nd - 9,37 £ 0,06
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Oralna faza

Zeluéana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP3 GPe3 GP123 1P1s3 1P243
NAiG nd 518+0,34 28,19 +£031 94,87 £ 1,48 9924 £ 4,17
NA-GAiG nd nd nd 13,97 +£0,43 32,60 £0,0
NA-ZELiG nd 24,04 + 1,38 45,73 £1,08 169,05 + 8,80 196,72 £ 1,65
NA(1,5KZ)i6 nd 20,97 + 1,02 36,44 +221 103,49 £ 0,55 122,22 +7.85
CF-NIE 0,43 + 0,06 - 0,44 + 0,00 - 3,93+0,70
NAic nd nd nd nd nd
p-Kumarinska kiselina NA-GAic nd nd nd nd nd
NA-ZELig nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
CF-NIE nd - nd - nd
NAG nd nd nd nd nd
Kafeinska kiselina NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELig nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
CF-NIE nd - nd - nd
NAic nd nd nd nd nd
Ferulinska kiselina NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
Flavanoli (ng/100 mgg)
CF-NIE 343,19 + 7,06 - 324,16 +4,16 - nd
NAIG 103,34 43,19 96,80 + 5,58 157,44 + 9,33 623,83 £ 6,61 636,60 + 3,55
Epikatehin NA-GAiG 20,47 +£2,39 34,17 +4,84 29,41 £ 0,65 432,13 £ 13,94 487,83 +£8,73
NA-ZELiG 143,95 + 2,24 215,73 £8,19 299.42 +3,78 1426,41 + 46,30 1236,81 + 41,14
NA(1,5KZ)i6 72,30 £ 14,26 116,34 £ 12,83 103,73 £10,84 737,72 £2.32 785,29 £ 29,74
CF-NIE 100,95 + 12,01 - 139,84 +2,90 - nd
NAiG 97,13 +0,12 59,43 £7,26 89,82 £ 5,11 nd nd
Katehin NA-GAiG 8,71 £ 0,75 nd nd nd nd
NA-ZELig 97,50 + 5,28 72,00 £2,91 159,67 +2,78 nd nd
NA(1,5KZ)i6 71,59 + 11,92 54,40 + 4,40 43,89 £ 1,10 nd nd
CF-NIE nd - nd - 32,06 + 0,06
Epikatchin galat NAIG 1,78 + 0,29 28,87 +2,74 252,98 +9,29 152,67 + 0,47 112,04 + 6,01
NA-GAiG nd 14,56 + 0,73 18,10 = 1,03 36,77+ 1,71 38,04 + 3,84
NA-ZELiG nd 143,84 £ 4,67 265,58 +2,39 209,21 +£2,32 148,42 £ 6,61
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Oralna faza

Zeluéana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP3 GPe3 GPi 1P1s3 1P243
NA(1,5KZ)i6 nd 182,64 £ 20,99 298,14 + 3,75 222,60 £0,14 154,45 + 6,04
CF-NIE nd - nd - 190,83 + 6,03
NAic nd nd nd 534,78 + 8,64 482,16 £10,38
Galokatehin galat NA-GAic nd nd nd 470,59 + 5,56 530,25 +2,36
NA-ZELig nd nd nd 937,70 + 18,83 951,97 +2,55
NA(1,5KZ)i6 88,59 +£3,48 316,51 £ 32,27 211,18 £2,04 507,84 £ 4,98 507,53 £ 13,36
CF-NIE 60,20 £ 0,10 - 72,36+ 7,13 - nd
NAiG 30,90 + 1,54 nd nd nd nd
Procijanidin B1 NA-(:JAIG nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
CF-NIE 111,71 £5,15 3 137,25 +3,75 - nd
NAiG 34,90 2,09 33,25 + 4,69 145,90 £ 5,76 nd nd
Procijanidin B2 NA-GAic nd nd nd nd nd
NA-ZELig nd 28,96 + 1,00 60,84 + 5,79 nd nd
NA(1,5KZ)i6 38,76 = 8,90 76,93 +7,28 107,92 £4,72 nd nd
Flavonoli (ng/100 mgg)
CF-NIEf 19,62 £ 0,67 - 15,89 + 0,38 - nd
NAiG nd nd nd nd nd
Kvercetin NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
CF-NIE 46,81 £ 0,68 - 64,19 + 0,00 - 18,86 + 1,80
NAic nd nd nd nd nd
Rutin NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)16 nd nd nd nd nd
CF-NIE nd - nd - nd
NAiG nd nd nd nd nd
Kempferol NA-GAc nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
Stilbeni (ng/100 mgg)
Resveratrol CF-NIE nd - nd - nd
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Oralna faza

Zeluéana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP3 GPe3 GP123 1P1s3 1P243
NAiG nd nd nd nd nd
NA-GAic nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
CF-NIE nd - nd - nd
NAic nd nd nd nd nd
e-Viniferin NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELig nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
Antocijani (ng/100 mgg)

CF-NIE 511,54+ 1,17 ’ 733,77 1,11 - 259,78 + 23,24

NAiG 19,98 + 3,19 107,15 £ 0,07 123,50 £1,92 nd nd
Oenin klorid NA-GAIG 97,40 + 11,69 79,06 + 4,45 96,19 + 1,55 45,96 £0,17 4125+0,17
NA-ZELig 3,66 +0,15 178,32+ 1,53 198,52 + 8,33 nd nd
NA(1,5KZ)16 nd 120,99 + 0,17 90,06 + 1,74 nd nd
CF-NIE 7,98 + 0,30 - 6,73 +£0,01 - nd
NAic nd nd nd nd nd
Mirtilin klorid NA-GAic nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
CF-NIE 3,11+0,17 - 3,62+0,22 - nd
NAiG nd nd nd nd nd
Petunidin klorid NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELig nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
CF-NIE 4542 +0,90 - 61,59+ 1,32 - 18,64 +2.23

NAiG 1,66 +0,67 10,03 £ 0,07 9,60 £0,27 nd nd
Peonidin-3-0-glukozid klorid NA-GAiG 8,07 £ 1,83 4,84 +0,77 5,91 £0,00 nd nd
NA-ZELig nd 13,48 £ 0,08 13,48 £ 0,85 nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd 7,16+ 0,10 6,34+ 0,54 nd nd
CE-NIE nd - nd - nd
. . NAiG nd nd nd nd nd
Kuromanin klorid NA-GAic nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
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Oralna faza Zelucana faza Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP3 GPe3 GP123 1P1s3 1P243
NA(1,5KZ)ig nd nd nd nd nd
CF-NIE nd - nd - nd
NAiG nd nd nd nd nd
Kalistefin klorid NA-GAic nd nd nd nd nd
NA-ZELig nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd

113

OP — oralna faza, GP — Zelucana faza, IP — crijevna faza, nd — spoj nije identificiran, ,,-* spoj nije odreden. Brojevi u indeksu kratica oznacavaju vremenski interval kada je odredeni uzorak uzet
tijekom simulirane probave (npr. GPs3 — 63. minuta Zelu¢ane faze). Za ekstrakt su prikazane krajnje tocke oralne, zelucane i crijevne faze (OP3, GP123, [P243). Maseni udio pojedinacnih fenolnih
spojeva prikazan je kao srednja vrijednost (pug/100 mgg) + SD.

Tablica P1.3 Maseni udio pojedina¢nih fenolnih spojeva iz neinkapsuliranog ekstrakta tropa merlot (M-NIE) te inkapsuliranog M ekstrakta ionskim
geliranjem pomocu razlic¢itih omotaca (NAig, NA-GAig, NA-ZELig, NA(1,5KZ)i6 tijekom tri faze in vitro simulirane probave

Oralna faza

Zelutana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP; GPs3 GP123 IP1s3 1P243
Fenolne kiseline (ng/100 mgg)
M-NIE 1,57 +0,16 - 1,61 £0,04 - 98,41 £ 0,59
NAic 1,03 £0,03 5,50 £ 0,69 4,01 £0,31 101,39 + 14,22 134,24 + 8,96
Galna kiselina NA-GAiG nd nd nd 326,55 +0,18 278,14 £ 23,23
NA-ZELic nd nd nd 273,74 £ 24,45 198,88 + 3,75
NA(,5KZ)i6 nd nd nd 30,71 £0,74 19,13 £1,28
M-NIE nd - nd - 9,33 £0,17
NAic nd nd nd 33,32+0,95 30,87 £2,24
3,4-Dihidroksibenzojeva kiselina NA-GAiG nd nd nd 21,34 £ 0,09 24,01 £0,36
NA-ZELiG nd nd nd 86,12 + 4,80 76,82 + 6,74
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd 14,34 + 1,34 15,14 £ 0,34
M-NIE nd - nd - 2,72 £ 0,08
NAic nd nd nd 5,79 +0,34 5,28 +£0,41
Vanilinska kiselina NA-GAiG nd nd nd 5,89 £0,09 8,09 £0,18
NA-ZELig nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
Siringinska kiselina M-NIE 12,14 +£2,90 - 11,88 +0,13 - nd
NAIG nd nd nd nd nd
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Oralna faza

Zelutana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP; GPs3 GP123 1P1s3 1P243
NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELig nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
M-NIE nd - nd - 2,52 +0,08
NAIG nd 7,30 £0,07 11,73 £0,27 9,62 £ 0,34 7,68 £0,54
Elaginska kiselina NA-GAiG nd 11,65 +0,04 16,00 + 0,44 2,53 £0,00 2,72 +£0,27
NA-ZELig nd 8,37 +0,22 18,35+ 0,29 2,65 +0,45 2,65+0,15
NA(1,5KZ)16 nd nd nd nd nd
M-NIE nd - nd - nd
NAig nd nd nd nd nd
p-Hidroksibenzojeva kiselina NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELig nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
M-NIE nd - nd - 5,92 £ 0,06
NAIG nd 22,83 +0,24 33,95+0,10 88,03 £3,32 102,65 + 15,21
o-Kumarinska kiselina NA-GA1G nd 37,88 +1,48 50,38 £0,18 100,03 + 0,54 114,74 £ 6,79
NA-ZELig nd 27,30 £2,43 51,58 £2,27 155,27 +£7,20 194,22 +2.55
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd 19,51 £1,28 30,00 £ 0,27
M-NIE 0,28 £ 0,03 - 0,36 + 0,03 - 2,16 £0,08
NAig nd nd nd nd nd
p-Kumarinska kiselina NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
M-NIE nd - nd - nd
NAic nd nd nd nd nd
Kafeinska kiselina NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELig nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
M-NIE nd - nd - nd
NAiG nd nd nd nd nd
Ferulinska kiselina NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
Flavanoli (ng/100 mgg)
Epikatehin M-NIE 190,58 £ 9,18 - 200,57 £ 2,08 - 38,79+ 0,53

288



7. PRILOZI

Oralna faza

Zelutana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP3 GPs3 GP123 1P1s3 1P243
NAic 58,22 +1,82 91,63 £0,96 97,87 +£1,80 853,16 £ 11,98 732,88 £ 41,35
NA-GAiG 36,74 £ 6,13 124,07 £ 5,03 114,66 + 8,35 884,74 £ 6,71 692,12 £ 12,51
NA-ZELic 89,39 +£ 0,73 148,85 + 4,63 161,17 £16,20 1507,45 £ 19,35 1323,28 +7,94
NA(1,5KZ)i6 17,19 £ 0,03 17,35 +£3,51 15,73 £ 0,00 388,79 £ 6,18 368,99 + 7,45
M-NIE 101,90 + 6,52 - 98,69 + 1,03 - nd
NAIG 48,73 £2,95 17,58 £ 1,75 18,02 + 0,00 nd nd
Katehin NA-GA1G 7,20 £0,79 22,73 £ 0,00 14,13 £ 1,41 62,80 + 1,61 67,86 10,90
NA-ZELig nd nd nd 172,03 +£21,00 158,72 £ 11,39
NA(1,5KZ)i6 8,97 0,00 nd nd 23,93 £1,07 33,42+0,13
M-NIE nd - nd - 7,35+0,73
NAig nd 206,58 + 7,33 284,70 £2,58 131,45 +0,27 67,45 £ 0,61
Epikatehin galat NA-GAiG nd 402,32 £2,24 456,21 £ 28,11 118,20 £2,24 82,83 £2,95
NA-ZELig nd 126,70 £ 1,10 273,51 +£13,93 272,15+ 1,80 226,11 £ 3,00
NA(1,5KZ)i6 nd 16,07 £ 0,56 15,21 £ 0,00 37,64 1,14 30,71 £ 0,74
M-NIE 104,18 £ 3,47 - 114,91 £2,29 - 178,11 £0,17
NAIG nd 240,38 + 22,87 234,07 £ 18,72 505,97 £2,57 533,59 £25,26
Galokatehin galat NA-GAi nd nd nd 556,99 +2,69 647,70 £ 25,47
NA-ZELig nd nd nd 889,01 + 50,70 953,92 £ 1,95
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd 363,91 £2,01 402,03 + 1,54
M-NIE 28,71 £0,46 - 44,79 £5,83 - nd
NAig nd nd nd nd nd
Procijanidin B1 NA-GAiG nd nd nd 43,05+1,79 48,21 £2,59
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
M-NIE 58,30 +£2,27 - 61,28 +£0,54 - nd
NAic 16,55 +0,15 47,59 £2.37 57,98 £2,14 nd nd
Procijanidin B2 NA-GAiG nd nd nd 36,72 £1,97 36,39 £0,36
NA-ZELig nd nd nd 50,49 + 7,20 52,34+ 1,80
NA(1,5KZ)ic 6,97 + 0,00 nd nd nd nd
Flavonoli (ng/100 mgg)
M-NIE 13,12 £ 0,81 - 5,93+0,31 - nd
NAic nd nd nd nd nd
Kvercetin NA-GAiG nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd
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Oralna faza

Zelutana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP3 GPs3 GP123 1P1s3 1P243

M-NIE 7,00 + 1,00 - 8,30 £ 0,01 - nd

NAic nd nd nd nd nd

Rutin NA-GAiG nd nd nd nd nd

NA-ZELiG nd nd nd nd nd

NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd

M-NIE nd - nd - nd

NAIG nd nd nd nd nd

Kempferol NA-GAic nd nd nd nd nd

NA-ZELig nd nd nd nd nd

NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd

Stilbeni (ug/100 mgg)

M-NIE nd - nd - nd

NAig nd nd nd nd nd

Resveratrol NA-GAiG nd nd nd nd nd

NA-ZELiG nd nd nd nd nd

NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd

M-NIE nd - nd - nd

NAic nd nd nd nd nd

¢-Viniferin NA-GAiG nd nd nd nd nd

NA-ZELig nd nd nd nd nd

NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd

Antocijani (ng/100 mgg)

M-NIE 26,58 £ 0,64 - 38,08 £ 0,28 - 20,56 £ 1,49

NAic 1,67 £ 0,36 0,97 £ 0,00 nd nd nd

Oenin klorid NA-GAiG nd nd nd nd nd

NA-ZELig nd 3,95+0,88 3,06 £ 0,51 nd nd

NA(1,5KZ)i6 325+0,27 5,59+ 0,63 5,05 +0,23 2,56 + 0,00 nd

M-NIE nd - nd - nd

NAic nd nd nd nd nd

Mirtilin klorid NA-GAic nd nd nd nd nd

NA-ZELig nd nd nd nd nd

NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd

M-NIE 0,27 +0,01 - nd - nd

Petunidin klorid NAic nd nd nd nd nd

NA-GAiG nd nd nd nd nd
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Oralna faza

Zelutana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP3 GPe3 GPi23 IP1s3 IP243

NA-ZELig nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd

M-NIE 5,49 £0,20 - 7,34+0,13 - 3,04 +£0,42
NAic 0,34 £0,07 nd nd nd nd
Peonidin-3-0-glukozid klorid NA-GAG nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 0,33 £0,03 1,50 + 0,60 0,81 £ 0,00 nd nd
M-NIE nd - nd - nd
NAic nd nd nd nd nd
Kuromanin klorid NA-GAic nd nd nd nd nd
NA-ZELiG nd nd nd nd nd
NA(1,5KZ)i6 nd nd nd nd nd

OP — oralna faza, GP — zelucana faza, IP — crijevna faza, nd — spoj nije identificiran, ,,-* — spoj nije odreden. Brojevi u indeksu kratica oznacavaju vremenski interval kada je odredeni uzorak uzet

tijekom simulirane probave (npr. GPs3 — 63. minuta Zelu¢ane faze). Za ekstrakt su prikazane krajnje tocke oralne, zelu€ane i crijevne faze (OP3, GP123, [P243). Maseni udio pojedinacnih fenolnih
spojeva prikazan je kao srednja vrijednost (pug/100 mgg) + SD.
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7.2. Prilog 2. Inkapsulacija suSenjem zamrzavanjem
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Slika P2.1 Kinetika otpustanja UF-a iz CS, CF i M inkapsulata pripremljenih pomocu inkapsulacije suSenjem zamrzavanjem primjenom razli¢itih omotaca
(NAsz, NA-GAsz, NA-ZELsz) (simboli - eksperimentalni podaci, linije - aproksimativne krivulje prema razli¢itim matematickim modelima)

Tablica P2.1 Maseni udio pojedina¢nih fenolnih spojeva iz neinkapsuliranog ekstrakta tropa cabernet sauvignon (CS-NIE) te inkapsuliranog CS ekstrakta

suenjem zamrzavanjem pomocu razli¢itih omotata (NAsz, NA-GAsz, NA-ZELs;) tijekom tri faze in vitro simulirane probave

Oralna faza

Zeluéana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP; GPe¢; GP123 1P1s3 1P243
Fenolne kiseline (ng/100 mgg)

CS-NIE 0,70 £ 0,04 - 1,25 +£0,01 - 36,26 = 1,29

Galna kiselina NAsz 3,49+0,37 14,19 £ 0,70 9,94 +0,11 37,44 + 1,89 7,81 £0,92
NA-GAsz 1,81 £ 0,02 7,77 £ 0,00 13,98 £ 1,69 66,39 £ 0,39 52,84 +0,84
NA-ZELsz 3,66 + 0,03 6,93 +0,10 5,85 £0,36 4198 +1,13 42,46 + 7,08
CS-NIE nd - nd - 11,36 £ 0,37

o . . . NAsz nd nd nd 9,80 + 0,84 6,41 £0,18
3,4-Dihidroksibenzojeva kiselina NA-GAsy nd nd nd 22,01 +0,13 17.89 + 0,45
NA-ZELsz nd nd nd 11,50 £ 0,41 19,52+ 0,10

CS-NIE nd - nd - 2,39+0,11

Vanilinska kiselina NAsz nd nd nd 3,86 £ 0,09 4,42 +0,62
NA-GAsz nd nd nd 4,52 £0,06 5,99£0,19

NA-ZELsz nd nd nd 6,26 £ 0,82 7,40 £ 0,62
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Oralna faza

Zeluéana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP; GPe¢3 GP123 1P1s3 1P243
CS-NIE 9,94 £ 0,04 - 3,10 £0,06 - nd
Siringinska kiselina NAsz 3,89 +0,09 3,84 +0,37 3,59+0,15 nd nd
NA-GAsz 3,79 £0,00 4,53 £ 0,06 4,93 £ 0,49 nd nd
NA-ZELsz 4,57 +0,44 4,52 +0,62 4,76 + 0,67 nd nd
CS-NIE nd - nd - 1,63 +£0,11
Elaginska kiselina NAsz nd 2,10+ 0,07 2,18+0,13 13,66 £0,31 12,67 £ 0,40
NA-GAsz nd nd nd 2,37 +£0,00 6,18 +0,06
NA-ZELsz 1,42 +0,52 3,21 +0,10 4,55 +0,87 30,85 +2,06 25,84 +£0,62
CS-NIE nd - nd - nd
. . . L. NAsz nd nd nd nd nd
p-Hidroksibenzojeva kiselina NA-GAsy nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
CS-NIE nd - nd - 5,87 £0,93
o-Kumarinska kiselina NAsz 10,96 £0,41 21,80 +0,11 22,08 £0,24 16,53 £0,57 15,65 +0,31
NA-GAsz nd nd nd 29,54 +0,45 26,35+ 0,39
NA-ZELsz 15,91 £ 0,70 18,23 £ 0,62 30,29 +2,31 18,55+ 1,34 15,46 + 1,74
CS-NIE 0,59 +£0,14 - 0,21 £0,07 - 2,99 +£0,11
p-Kumarinska kiselina NAsz nd nd nd 4,64 +0,04 0,68 +0,00
NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
CS-NIE nd - nd - nd
. .. NAsz nd nd nd nd nd
Kafeinska kiselina NA-GAsy nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
CS-NIE nd - nd - nd
Ferulinska kiselina NAsz nd nd nd nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
Flavanoli (ng/100 mgg)
CS-NIE 79,11 £1,67 - 34,62 £0,71 - 50,19+1,13
Epikatehin NAsz 47,93 +£0,70 92,28 +£0,84 87,55 +3,57 275,31 £ 1,06 261,25 £ 6,43
NA-GAsz 33,06 = 0,06 78,24 £ 0,06 102,89 + 7,62 297,23 +0,39 247,32 + 8,80
NA-ZELsz 79,90 £+ 1,08 101,49 +£ 1,34 182,25+ 17,90 287,26 + 18,11 224,20 £ 0,10
Katehin CS-NIE 61,78 1,82 - 12,14 £0,57 - nd
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Oralna faza

Zeluéana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP; GPs3 GP123 1P1s3 1P243
NAsz 59,59 + 0,64 55,82 = 3,06 66,85 + 1,28 nd nd
NA-GAsz 40,33 + 0,02 56,31+0,10 67,50+ 6,64 nd nd
NA-ZELsz 54,37 £ 5,44 24,64 £ 4,74 74,91 +£2,26 nd nd
CS-NIE nd - 6,99 £0,16 - 6,75 0,76
Epikatehin galat NAsz nd 24,12 £ 0,04 27,89 £0,75 26,61 £0,04 33,64 £2,86
NA-GAsz nd 13,35+0,13 15,59 + 0,52 37,67 +0,32 38,11 +0,19
NA-ZELsz nd nd 6,69+ 0,10 55,44 + 6,59 55,38 £ 0,72
CS-NIE nd - nd - 182,35+ 7,51
Galokatehin galat NAsz nd nd nd 333,26 +3,17 330,87 + 8,58
NA-GAsz nd nd nd 426,04 + 0,58 478,95 + 12,75
NA-ZELsz nd nd nd 671,87+ 19,14 716,07 + 5,75
CS-NIE 21,28 £1,36 9 nd - nd
Procijanidin B1 NAsz 26,27 0,02 21,43 +£3,50 18,75 £ 5,57 nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
CS-NIE 22,85+0,34 - 8,81 £0,07 - nd
Procijanidin B2 NAsz 14,38 £ 0,23 19,62 + 1,17 18,24 +£ 0,75 nd nd
NA-GAsz 7,98 £ 0,02 11,71 £ 0,06 15,68 £1,36 nd nd
NA-ZELsz 10,01 + 0,90 nd nd nd nd
Flavonoli (ng/100 mgg)
CS-NIE 17,75 + 0,06 - 1,60 + 0,08 - nd
Kvercetin NAsz 13,34+ 0,18 17,60 + 0,86 17,86 + 0,31 nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz 7,70 0,77 7,84 +1,50 11,67 £0,36 nd nd
CS-NIE 495+0,13 - 2,53+0,07 - nd
Rutin NAsz 2,79 £ 0,53 3,25+0,07 nd nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
CS-NIE nd - nd - nd
Kempferol NAsz nd nd nd nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
Stilbeni (ng/100 mgg)
Resveratrol CS-NIE nd - nd - nd
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Oralna faza Zelu¢ana faza Crijevna faza
Fenolni spoj Uzorak
OP; GPs3 GP123 1P1s3 1P243
NAsz nd nd nd nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
CS-NIE nd - nd - nd
e-Viniferin NAsz nd nd nd nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
Antocijani (ng/100 mgg)
CS-NIE 47,12+ 0,25 - 64,71+ 0,01 - 31,42 +2,56
Oenin Klorid NAsz 28,57+ 0,36 50,48 + 0,35 46,26 +037 8,62+0,13 7,91+0,18
NA-GAsz 40,73 +3,87 15,23 0,52 15,86+ 0,26 nd nd
NA-ZELsz 57,80 + 1,01 44,69 + 1,96 44,03 +1,29 13,53 + 0,62 12,92 +0.21
CS-NIE 2,29 +0,03 - nd - nd
. . NAsz nd nd nd nd nd
Mirtilin klorid NA-GAsy nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
CS-NIE 0,96 = 0,04 - nd - nd
e . NAsz nd nd nd nd nd
Petunidin klorid NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
CS-NIE 5,40 + 0,04 - 6,29 0,21 - 2,41 +0,42
. . . NAsz 2,36 +0,21 4,39 +0,48 3,53 +£0,24 nd nd
Peonidin-3-0-glukozid-klorid NA-GAsz 3,66 + 0,34 1,81 +£0,29 1,60 +0,13 nd nd
NA-ZELsz 4,08 +0,52 3,17+0,77 2,65+ 0,26 nd nd
CS-NIE nd - nd - nd
. . NAsz nd nd nd nd nd
Kuromanin klorid NA-GAsy nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd

3

OP — oralna faza, GP — Zelucana faza, IP — crijevna faza, nd — spoj nije identificiran, ,,-* — spoj nije odreden. Brojevi u indeksu kratica oznacavaju vremenski interval kada je odredeni uzorak uzet
tijekom simulirane probave (npr. GP¢3 — 63. minuta Zzelucane faze). Za ekstrakt su prikazane krajnje tocke oralne, zelucane i crijevne faze (OP3, GP123, IP243). Maseni udio pojedinacnih fenolnih
spojeva prikazan je kao srednja vrijednost (ng/100 mgg) + SD.
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Tablica P2.2 Maseni udio pojedina¢nih fenolnih spojeva iz neinkapsuliranog ekstrakta tropa grozda cabernet franc (CF-NIE) te iz inkapsuliranog CF

ekstrakta suienjem zamrzavanjem pomoéu razli¢itih omotaca (NAsz, NA-GAsz, NA-ZELs;) tijekom tri faze in vitro simulirane probave

Oralna faza

Zelucana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP; GPg3 GP123 IP1s3 1P243
Fenolne kiseline (ng/100 mgg)
CF-NIE 2,09 + 0,06 - 1,19+ 0,17 - 141,38 £ 6,37
Galna kiselina NAsz 0,86 0,16 5,17 £0,96 3,16 £ 0,37 4,79 + 0,00 16,01 £0,75
NA-GAsz nd 6,15+1,96 2,72 +£0,51 102,85 + 7,20 90,77 £1,22
NA-ZELsz 2,93 +£0,08 8,47 +0,16 3,94+0,11 11,65+0,31 9,51 +0,00
CF-NIE nd - nd - 17,01 £0,08
o . . . NAsz nd nd nd 13,95 +0,00 8,61 =0,04
3,4-Dihidroksibenzojeva kiselina NA-GAsy nd nd nd 3276 + 1.99 30,00 £ 0,51
NA-ZELsz nd nd nd 5,64 £0,21 15,90 £ 0,00
CF-NIE nd - nd - 4,39 £ 0,00
Vanilinska kiselina NAsz nd nd nd 3,92 +0,00 3,89 +0,13
NA-GAsz nd nd nd 5,59 +£0,58 5,23 £0,06
NA-ZELsz nd nd nd 6,23 +0,00 6,98 + 0,00
CF-NIE 6,92 £0,78 - nd - nd
Siringinska kiselina NAsz 3,49 £ 0,07 5,79 £0,09 3,75+0,77 nd nd
NA-GAsz 9,51 £ 0,66 6,85 +£0,51 8,92 £ 0,80 2,23+0,19 2,36 0,26
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
CF-NIE nd - nd - 1,28 £ 0,00
Elaginska kiselina NAsz nd 1,41 £0,15 1,73 +£0,07 13,01 £0,00 13,46 £0,13
NA-GAsz nd nd nd 9,54 + 1,67 9,68 +0,45
NA-ZELsz nd 1,57 £0,21 1,60 + 0,05 16,77 £ 0,00 19,16 £ 0,00
CF-NIE nd - nd - nd
. . . L. NAsz nd nd nd nd nd
p-Hidroksibenzojeva kiselina NA-GAss nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
CF-NIE nd - nd - 9,37 £ 0,06
o-Kumarinska kiselina NAsz 20,41 +£0,20 27,06 £0,72 25,98 £0,57 18,49 £ 0,00 21,54+ 0,66
NA-GAsz nd nd nd 68,42 £5.78 82,63 2,57
NA-ZELsz 1723 +1,37 21,67 121 22,92 £ 1,16 15,58 + 0,00 19,76 + 0,00
CF-NIE 0,43 + 0,06 - 0,44 + 0,00 - 3,93+0,70
p-Kumarinska kiselina NAsz nd nd nd nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd
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Oralna faza Zelu¢ana faza Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP; GPs3 GP123 IP1s3 1P243
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
CF-NIE nd - nd - nd
. .. NAsz nd nd nd nd nd
Kafeinska kiselina NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
CF-NIE nd - nd - nd
. .. NAsz nd nd nd nd nd
Ferulinska kiselina NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
Flavanoli (ng/100 mgg)
CF-NIE 343,19 + 7,06 - 324,16 £ 4,16 - nd
Epikatehin NAsz 160,11 +4,18 171,72 £ 0,64 180,02 + 6,53 200,24 + 0,00 167,33 £ 1,10
NA-GAsz 210,82 + 0,90 352,28 +7,83 417,18 +£4,40 100,63 + 8,93 80,82 £ 2,31
NA-ZELsz 154,16 £ 4,14 185,78 + 5,80 155,10 £ 1,26 107,82 + 3,88 164,60 + 1,68
CF-NIE 100,95 £ 12,01 - 139,84 £2,90 - nd
Katehin NAsz 102,30 £2,23 77,12 +£0,15 49,66 £ 3,21 nd nd
NA-GAsz 118,90 + 0,08 96,28 £1,51 90,47 £ 8,70 nd nd
NA-ZELsz 21,09 + 0,66 4290+ 1,37 4521 +1.21 nd nd
CF-NIE nd - nd - 32,06 £0,06
Epikatehin galat NAsz nd nd nd 27,46 = 0,00 25,68 £ 1,06
NA-GAsz nd nd nd 47,61 £3,34 51,82 £2,83
NA-ZELsz nd nd nd 61,29 +2.52 54,82 + 0,00
CF-NIE nd - nd - 190,83 £+ 6,03
Galokatehin galat NAsz nd nd nd 381,74 +£ 0,00 374,86 + 5,85
NA-GAsz nd nd nd 443,58 £ 6,17 450,08 + 1,41
NA-ZELsz nd nd nd 558,30 + 1,68 601,79 + 0,00
CF-NIE 60,20+ 0,10 - 72,36 £7,13 - nd
Procijanidin BI NAsz 81,43 £ 6,36 61,88 £2,52 49,69 +3,26 nd nd
NA-GAsz 68,20 +3,38 61,72 £4.24 66,34 £1,73 nd nd
NA-ZELsz 24,87 + 4,01 nd nd nd nd
CF-NIE 111,71 £5,15 - 137,25 +3,75 - nd
Procijanidin B2 NAsz 3,49 +£0,07 5,79 £ 0,09 3,75+0,77 nd nd
NA-GAsz 64,41 40,29 65,10 + 4,08 92,86 + 3,02 24,12 + 4,95 34,95+ 636
NA-ZELsz 31,92 +0,05 28,87 +0,95 38,66 = 3,74 nd nd
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Oralna faza

Zelutana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP3 GPs3 GP123 IP1s3 1P243
Flavonoli (ng/100 mgg)
CF-NIE 19,62 + 0,67 - 15,89 + 0,38 - nd
Kvercetin NAsz nd nd nd nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
CF-NIE 46,81 £ 0,68 - 64,19 + 0,00 - 18,86 = 1,80
Rutin NAsz nd nd nd nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
CF-NIE nd - nd - nd
Kempferol NAsz nd nd nd nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
Stilbeni (ug/100 mgg)
CF-NIE nd - nd - nd
Resveratrol NAsz nd nd nd nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
CF-NIE nd - nd - nd
e-Viniferin NAsz nd nd nd nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
Antocijani (ng/100 mgg)
CF-NIE 511,54+ 1,17 - 733,77 + 1,11 - 259,78 + 23,24
Oenin Klorid NAsz 355,94 2,52 20477 + 12,53 219,88 + 33,29 6127 +3.,61 96,68 + 10,81
NA-GAsz 378,04 + 18,53 277,57 +2,05 306,86 + 19,26 61,97 £1,28 65,32 + 4,56
NA-ZELsz 310,17 0,24 254,76 + 0,58 248,77 0,26 60,92 + 0,94 49,10 £ 4,31
NIEck 7,98 0,30 - 6,73+ 0,01 . nd
o . NAsz nd nd nd nd nd
Mirtilin klorid NA-GAsy nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
CF-NIE 3,11£0,17 - 3,62 0,22 - nd
Petunidin klorid NAsz nd nd nd nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd

299



7. PRILOZI

Oralna faza Zelu¢ana faza Crijevna faza
Fenolni spoj Uzorak
OP; GPe3 GP123 IP1s3 IP243

NA-ZELsz nd nd nd nd nd

CF-NIE 45,42 £ 0,90 - 61,59 +1,32 - 18,64 +2,23

o . . NAsz 28,84 +1,23 16,32 £0,70 19,68 +2,71 4,36 +0,18 7,24 +£0,31
Peonidin-3-0-glukozid-klorid NA-GAsz 29,92 1,97 20,60 = 0,06 22,77 £2,09 nd nd
NA-ZELsz 22,91 +1,61 19,44 £ 0,58 18,79 £ 0,58 nd nd
CF-NIE nd - nd - nd
. . NAsz nd nd nd nd nd
Kuromanin klorid NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
CF-NIE nd - nd - nd
. . NAsz nd nd nd nd nd
Kalistefin klorid NA-GAsy nd nd nd nd nd
NA-ZELs; nd nd nd nd nd

OP — oralna faza, GP — Zelucana faza, IP — crijevna faza, nd — spoj nije identificiran, ,,-* — spoj nije odreden. Brojevi u indeksu kratica oznacavaju vremenski interval kada je odredeni uzorak uzet

tijekom simulirane probave (npr. GPs3 — 63. minuta Zelu¢ane faze). Za ekstrakt su prikazane krajnje tocke oralne, Zelucane i crijevne faze (OP3, GP123, [P243). Maseni udio pojedinacnih fenolnih
spojeva prikazan je kao srednja vrijednost (ug/100 mgg) + SD.
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Tablica P2.3 Maseni udio pojedina¢nih fenolnih spojeva iz neinkapsuliranog ekstrakta tropa merlot (M-NIE) te inkapsuliranog M ekstrakta suSenjem

zamrzavanjem pomocu razli¢itih omotaéa (NAsz, NA-GAsz, NA-ZELSZ) tijekom tri faze in vitro simulirane probave

Oralna faza

Zelucéana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP3 GPs3 GP123 IP1s3 1P243
Fenolne kiseline (ng/100 mgg)
M-NIE 1,57+0,16 - 1,61 £0,04 S 98,41 0,59
Galna kiselina NAsz nd nd nd 78,31 £9,37 30,06 £ 0,26
NA-GAsz nd nd nd 113,77 £ 1,33 95,89 + 0,00
NA-ZELsz nd nd nd 101,35 + 4,29 183,87 + 0,61
M-NIE nd - nd - 9,33 +0,17
o . . L NAsz nd nd nd 17,19 £ 0,60 8,59 £ 0,04
3,4-Dihidroksibenzojeva kiselina NA-GAsy nd nd nd 21944051 23.50 0,00
NA-ZELsz nd nd nd 24,18 + 1,33 35,90 + 0,51
M-NIE nd - nd - 2,72 0,08
Vanilinska kiselina NAsz nd nd nd 3,80 + 0,64 4,04 £ 0,30
NA-GAsz nd nd nd 6,13 +£0,19 6,52 £ 0,00
NA-ZELsz nd nd nd 5,20 + 0,20 6,55+ 0,10
M-NIE 12,14 + 2,90 - 11,88+ 0,13 - nd
Siringinska kiselina NAsz 3,49 +£0,01 2,77 +£0,19 4,09 £ 0,00 nd nd
NA-GAsz 7,04 £ 0,76 3,25+ 0,60 nd nd nd
NA-ZELsz 5,38 0,03 nd nd nd nd
M-NIE nd - nd - 2,52 +0,08
Elaginska kiselina NAsz nd nd nd 2,37 +0,17 3,13 £0,04
NA-GAsz nd nd nd 4,52 +£0,19 6,12+0,19
NA-ZELsz nd nd nd 11,62 +1,33 13,16+ 0,51
M-NIE nd - nd - nd
. . . .. NAsz nd nd nd nd nd
p-Hidroksibenzojeva kiselina NA-GAsy nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
M-NIE nd - nd - 5,92 +0,06
» Kumarinska kiscilllh NAsz nd nd nd 14,49 + 0,13 15,49 + 0,09
NA-GAsz nd nd nd 25,57 +£2,22 23,24 +0,00
NA-ZELsz nd nd nd 28,87 £4,08 23,74 +£2.44
M-NIE 0,28 £ 0,03 - 0,36 + 0,03 - 2,16 £ 0,08
p-Kumarinska kiselina NAsz nd nd nd nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd
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Oralna faza

Zeluc¢ana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP3 GPe3 GP123 I1P1s3 1P243
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
M-NIE nd - nd - nd
. . NAsz nd nd nd nd nd
Kafeinska kiselina NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
M-NIE nd - nd - nd
. .. NAsz nd nd nd nd nd
Ferulinska kiselina NA-GAs nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
Flavanoli (ng/100 mgg)
M-NIE 190,58 £9,18 - 200,57 +2,08 - 38,79 + 0,53
Epikatehin NAsz 50,41 = 0,00 181,44 £ 24,74 111,66 £ 0,00 219,09 +£2,49 221,07 £3,99
NA-GAsz 138,47 £ 5,04 212,47 £ 20,05 167,31 £ 6,31 266,94 £ 11,40 227,80 £ 0,00
NA-ZELsz 103,49 £ 0,13 104,19 + 0,00 179,46 + 2,04 279,58 + 8,88 223,65+ 16,18
M-NIE 101,90 £ 6,52 - 98,69 + 1,03 - nd
Katehin NAsz 58,13 +£0,10 52,31 £0,98 71,67 0,00 nd nd
NA-GAsz 68,05 +3,73 52,45+£2,16 36,20 + 5,81 nd nd
NA-ZELsz 62,14 £0,20 37,59 £0,00 73,99 £ 0,61 69,16 £ 11,03 56,83 £1,02
M-NIE nd - nd - 7,35+0,73
Epikatehin galat NAsz nd nd nd 26,40 +1,16 27,54 +£1,07
NA-GAsz nd 17,68 + 1,46 17,79 + 0,28 3591 + 4,69 39,32 + 0,00
NA-ZELsz nd nd nd 53,06 + 3,57 59,13 + 2,44
M-NIE 104,18 + 3,47 - 114,91 £2,29 - 178,11 £0,17
Galokatehin galat NAsz nd nd nd 269,21 + 1,46 277,94 £ 2,58
NA-GAsz nd nd nd 405,34 £ 0,82 442,38 + 0,00
NA-ZELsz nd nd nd 747,57 £27,97 782,73 £ 7,63
Flavanoli (ng/100 mgg)
M-NIE 28,71 £ 0,46 - 44,79 + 5,83 - nd
Procijanidin B NAsz 27,64 +0,00 27,82 +235 38,08 0,00 nd nd
NA-GAsz 38,59 + 1,25 27,73 1,08 18,21 +3,28 nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
M-NIE 5830 +2,27 - 61,28 + 0,54 B nd
Procijanidin B2 NAsz 14,74 + 0,00 28,74 40,19 19,83 + 0,00 nd nd
NA-GAsz 40,40 £ 1,49 23,78 2,03 21,67 +2,81 nd nd
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Oralna faza

Zeluc¢ana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP3 GPe3 GP123 I1P1s3 1P243
NA-ZELsz 12,15+0,13 55,77 £ 0,00 50,29 0,10 nd nd
M-NIE 13,12 0,81 - 593 +0,31 - nd
Kvercetin NAsz nd nd nd nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
M-NIE 7,00 + 1,00 - 8,30 £ 0,01 - nd
Rutin NAsz nd nd nd nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
M-NIE nd - nd - nd
Kempferol NAsz nd nd nd nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
Stilbeni (ng/100 mgg)
M-NIE nd - nd - nd
Resveratrol NAsz nd nd nd nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
NIEMm nd - nd - nd
e-Viniferin NAsz nd nd nd nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
Antocijani (ng/100 mgg)
M-NIE 26,58 0,64 - 38,08 + 0,28 - 20,56 + 1,49
Oenin Klorid NAsz 16,06 + 1,29 13,09+ 0,11 13,25+ 0,00 9,27 £0,21 8,99 + 0,09
NA-GAsz 12,66 £ 0,21 6,44 £ 0,22 5,33+0,16 3,90 +£0,44 2,86 £0,13
NA-ZELsz 1426 £ 0,41 7,25 +£0,46 9,11 £ 0,56 10,03 £0,10 8,06+ 0,20
M-NIE nd - nd - nd
o . NAsz nd nd nd nd nd
Mirtilin klorid NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd
M-NIE 0,27 + 0,01 - nd B nd
Petunidin klorid NAsz nd nd nd nd nd
NA-GAsz nd nd nd nd nd
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Oralna faza

Zeluc¢ana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP; GPes3 GP12s IPis3 1P243

NA-ZELsz nd nd nd nd nd

M-NIE 5,49 £0,20 - 7,34+0,13 - 3,04 +£0,42

- . . NAsz 2,69 £ 0,09 2,42+0,17 2,17+£0,17 2,25+0,17 1,61 £0,04
Peonidin-3-0O-glukozid-klorid NA-GAsz 1.83 £ 0,05 nd nd nd nd
NA-ZELsz 2,14 £0,03 nd nd nd nd
M-NIE nd - nd - nd
. . NAsz nd nd nd nd nd
Kuromanin klorid NA-GAs nd nd nd nd nd
NA-ZELsz nd nd nd nd nd

OP — oralna faza, GP — Zelucana faza, IP — crijevna faza, nd — spoj nije identificiran, ,,-* — spoj nije odreden. Brojevi u indeksu kratica oznacavaju vremenski interval kada je odredeni uzorak uzet

tijekom simulirane probave (npr. GPs3 — 63. minuta Zelu¢ane faze). Za ekstrakt su prikazane krajnje tocke oralne, Zelucane i crijevne faze (OP3, GP123, [P243). Maseni udio pojedinacnih fenolnih

spojeva prikazan je kao srednja vrijednost (ug/100 mgg) + SD.
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Slika P3.1 Kinetika otpustanja UF-a iz CS, CF i M inkapsulata pripremljenih pomoc¢u inkapsulacije suSenjem rasprsivanjem primjenom razli¢itih omotaca
(NAsr, NA-GAsg, NA-ZELsr) (simboli - eksperimentalni podaci, linije - aproksimativne krivulje prema razli¢itim matemati¢kim modelima).
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Tablica P3.1 Maseni udio pojedina¢nih fenolnih spojeva iz neinkapsuliranog ekstrakta tropa cabernet sauvignon (CS-NIE) te inkapsuliranog CS ekstrakta
suSenjem rasprsivanjem pomocu razlic¢itih omotac¢a (NAsr, NA-GAsr, NA-ZELgsR) tijekom tri faze in vitro simulirane probave

Oralna faza Zelucana faza Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP; GPs3 GP123 1P1s3 1P243
Fenolne kiseline (ng/100 mgg)
CS-NIE 0,70 £ 0,04 - 1,25+0,01 - 36,26 = 1,29
Galna kiselina NAsr nd nd nd 103,19 + 1,10 69,28 = 6,02
NA-GAsr nd nd nd 144,67 £ 10,70 189,45 +7,20
NA-ZELsr nd nd nd 264,25 + 6,74 349,09 + 7,06
CS-NIE nd - nd - 11,36 £ 0,37
o . . .. NAsr nd nd 6,71 £ 1,04 42,42 +£0,35 38,29 +1,80
3,4-Dihidroksibenzojeva kiselina NA-GAsk nd nd nd 60.40 + 2.68 4776 + 4.63
NA-ZELsr nd nd nd 95,57 £2,78 140,55 + 2,35
CS-NIE nd - nd - 2,39+0,11
Vanilinska kiselina NAsr 0,34 + 0,00 4,16 £0,21 421 +0,42 4,54 +0,62 5,53 +£0,07
NA-GAsr nd nd nd 7,93 +0,72 6,11 £0,21
NA-ZELsr 8,54 £ 0,48 1,40 £ 0,07 nd 8,28 +0,59 9,15+0,29
CS-NIE 9,94 £ 0,04 - 3,10 £ 0,06 - nd
Siringinska kiselina NAsr 5,53+0,21 54,22 +£3,98 22,42 +0,55 nd nd
NA-GAsr nd 4,43 £0,51 nd nd nd
NA-ZELsr 56,06 £ 0,48 21,74 £1,83 2,85+0,22 nd nd
CS-NIE nd - nd - 1,63+0,11
Elaginska kiselina NAsr nd nd nd 9,18 +0,14 8,52+0,42
NA-GAsr nd nd nd 9,97 +1,13 14,18 £ 1,75
NA-ZELsr nd nd nd 16,05 + 1,32 36,07 40,15
CS-NIE nd - nd - nd
. . . L. NAsr nd nd nd nd nd
p-Hidroksibenzojeva kiselina NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
CS-NIE nd - nd - 5,87 £0,93
o-Kumarinska kiselina NAsr nd nd nd 27,58 £0,62 1425 +1,18
NA-GAsr nd nd nd 24,09 +£1.13 21.45+2.78
NA-ZELsr nd nd nd 3438 £4.10 25.16 +2.35
CS-NIE 0,59 +0,14 - 0,21 £0,07 - 2,99 +£0,11
p-Kumarinska kiselina NAsr nd nd nd nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd

307



7. PRILOZI

Oralna faza Zelu¢ana faza Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP3 GPs3 GP123 IP1s3 1P243
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
CS-NIE nd - nd - nd
. L. NAsr nd nd nd nd nd
Kafeinska kiselina NA-GAsg nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
CS-NIE nd - nd - nd
. - NAsr nd nd nd nd nd
Ferulinska kiselina NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
Flavanoli (ng/100 mgg)
CS-NIE 79,11 £1,67 - 34,62 £0,71 - 50,19 +1,13
Epikatehin NAsr 47,93 +£0,70 92,28 £ 0,84 87,55 £3,57 275,31 £1,06 261,25 £ 6,43
NA-GAsr 33,06 £ 0,06 78,24 £ 0,06 102,89 + 7,62 297,23 +0,39 247,32 + 8,80
NA-ZELsr 79,90 + 1,08 101,49 £ 1,34 182,25 £ 17,90 287,26 £ 18,11 224,20 +0,10
CS-NIE 61,78 £1,82 - 12,14 £ 0,57 - nd
Katehin NAsr 59,59 + 0,64 55,82 +£3,06 66,85+ 1,28 nd nd
NA-GAsr 40,33 £ 0,02 56,31 +0,10 67,50 + 6,64 nd nd
NA-ZELsr 54,37 +£ 5,44 24,64 + 4,74 74,91 £2,26 nd nd
CS-NIE nd - 6,99 £ 0,16 - 6,75 £ 0,76
Epikatehin galat NAsr nd 24,12 £ 0,04 27,89 +£0,75 26,61 = 0,04 33,64 £2,86
NA-GAsr nd 13,35+0,13 15,59 £0,52 37,67 £0,32 38,11+£0,19
NA-ZELsr nd nd 6,69 £ 0,10 55,44 £ 6,59 55,38 +£0,72
CS-NIE nd - nd - 182,35 £ 7,51
Galokatehin galat NAsr nd nd nd 333,26 £3,17 330,87 + 8,58
NA-GAsr nd nd nd 426,04 £ 0,58 478,95 £ 12,75
NA-ZELsr nd nd nd 671,87+ 19,14 716,07 + 5,75
CS-NIE 21,28 +£1,36 - nd - nd
Procijanidin B1 NAsr 26,27 +0,02 21,43 £3,50 18,75 £5,57 nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
CS-NIE 22,85+0,34 - 8,81 +£0,07 - nd
Procijanidin B2 NAsr 14,38 £ 0,23 19,62 £1,17 18,24 £ 0,75 nd nd
NA-GAsr 7,98 +£0,02 11,71 £ 0,06 15,68 + 1,36 nd nd
NA-ZELsr 10,01 0,90 nd nd nd nd
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Oralna faza Zelu¢ana faza Crijevna faza
Fenolni spoj Uzorak
OP3 GPs3 GP123 IP1s3 1P243
Flavonoli (ng/100 mgg)
CS-NIE 17,75 £ 0,06 - 1,60 £ 0,08 - nd
Kvercetin NAsr 13,34 +0,18 17,60 £ 0,86 17,86 £ 0,31 nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr 7,70 0,77 7,84 + 1,50 11,67 £ 0,36 nd nd
CS-NIE 4,95+0,13 - 2,53 £0,07 - nd
Rutin NAsr 2,79 £ 0,53 3,25+0,07 nd nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
CS-NIE nd - nd - nd
Kempferol NAsr nd nd nd nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
Stilbeni (ug/100 mgg)
CS-NIE nd - nd - nd
Resveratrol NAsr nd nd nd nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
NIEcs nd - nd - nd
e-Viniferin NAsr nd nd nd nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
Antocijani (ng/100 mgg)
CS-NIE 47,12 £0,25 - 64,71 £0,01 - 31,42 +£2,56
. . NAsr 28,57 £ 0,36 50,48 £ 0,35 46,26 + 0,37 8,62+0,13 7,91 +0,18
Oenin klorid
NA-GAsr 40,73 £ 3,87 15,23 £ 0,52 15,86 £ 0,26 nd nd
NA-ZELsr 57,80 + 1,01 44,69 £ 1,96 44,03 £ 1,29 13,53 0,62 12,92 0,21
CS-NIE 2,29 + 0,03 - nd - nd
o . NAsr nd nd nd nd nd
Mirtilin klorid NA-GAsk nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
CS-NIE 0,96 + 0,04 - nd - nd
Petunidin klorid NASsr nd nd nd nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
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Oralna faza Zelu¢ana faza Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
(0) &} GPs3 GP123 1P1s3 1P243
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
CS-NIE 5,40 £ 0,04 - 6,29 £0,21 - 2,41 £0,42
. . i NAsr 2,36 +£0,21 4,39 +0,48 3,53 £0,24 nd nd
Peonidin-3-O-glukozid-klorid NA-GAsr 3,66 + 0,34 1,81 40,29 1,60+ 0,13 nd nd
NA-ZELsr 4,08 +0,52 3,17 +0,77 2,65+ 0,26 nd nd
CS-NIE nd - nd - nd
. . NAsr nd nd nd nd nd
Kuromanin klorid NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd

3

OP — oralna faza, GP — zelucana faza, IP — crijevna faza, nd — spoj nije identificiran, ,,-

¢ — spoj nije odreden. Brojevi u indeksu kratica oznacavaju vremenski interval kada je odredeni uzorak uzet

tijekom simulirane probave (npr. GPs3 — 63. minuta Zelu¢ane faze). Za ekstrakt su prikazane krajnje tocke oralne, Zelucane i crijevne faze (OP3, GP123, [P243). Maseni udio pojedinacnih fenolnih

spojeva prikazan je kao srednja vrijednost (pug/100 mgg) + SD.

Tablica P3.2 Maseni udio pojedinaé¢nih fenolnih spojeva iz neinkapsuliranog ekstrakta tropa cabernet franc (CF-NIE) te inkapsuliranog CF ekstrakta

susenjem raspriivanjem pomocéu razli¢itih omotaca (NAsg, NA-GAsr, NA-ZELsr) tijekom tri faze in vitro simulirane probave

Oralna faza Zelucana faza Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP3 GPe¢3 GP123 1P1s3 1P243
Fenolne kiseline (ng/100 mgg)

CF-NIE 2,09 £ 0,06 - 1,19 +£0,17 - 141,38 £6,37

Galna kiselina NAsr nd 1,74 £0,10 1,16 £ 0,03 23,87+ 1,24 4797 £0,52
NA-GAsr 0,78 £ 0,01 nd nd 52,46 + 1,47 23,64 + 0,00
NA-ZELsr 3,01 +0,06 nd nd 103,68 + 0,85 124,35 + 0,46

CF-NIE nd - nd - 17,01 0,08

. . . L NAsr nd nd nd 10,69 + 0,66 16,16 0,88
3,4-Dihidroksibenzojeva kiselina NA-GAsk nd nd nd 17.81 + 0,04 17.89 + 0,68
NA-ZELsr nd nd nd 32,13+1,25 35,90 £ 0,91

CE-NIE nd - nd - 4,39 +£0,00

o . NASsr nd 2,41+£0,13 2,09+0,10 1,25+0,16 1,41 £0,13

Vanilinska kisclina NA-GAsr nd nd nd 2,85+0,19 3,35+0,08

NA-ZELsr nd nd nd 3,74 £ 0,06 3,56 0,00
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Oralna faza

Zeluéana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP3 GPes3 GP123 1P1s3 1P243
CF-NIE 6,92 £0,78 - nd - nd
C . NAsr nd 0,79 £0,25 3,06 £0,54 1,43 £0,16 3,09 £0,02
Siringinska kiselina NA-GAsr nd nd nd 3,46 0,30 1,78 40,11
NA-ZELsr 6,60 £ 0,99 nd nd nd nd
CF-NIE nd - nd - 1,28 + 0,00
Elaginska kiselina NAsr nd 0,45 +£0,07 0,56 + 0,00 1,24 £0,07 nd
NA-GAsr nd nd nd 2,82 +£0,45 6,39 £0,15
NA-ZELsr nd nd nd 5,15+£0,34 6,87 + 0,34
CFE-NIE nd - nd - nd
. . . .. NAsr nd nd nd nd nd
p-Hidroksibenzojeva kiselina NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
CF-NIE nd - nd - 9,37 £ 0,06
o-Kumarinska kiselina NAsr nd nd nd 7,16 £0,13 12,43 £0,58
NA-GAsr nd nd nd 6,84 + 0,64 3,81+0,34
NA-ZELsr nd nd nd 7,57 £ 0,46 10,67 + 0,34
CF-NIE 0,43 + 0,06 A 0,44 + 0,00 - 3,93 +0,70
p-Kumarinska kiselina NAse g ng nd nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
CF-NIEcr nd - nd - nd
. L. NAsr nd nd nd nd nd
Kafeinska kiselina NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
CF-NIE nd - nd - nd
Ferulinska kiselina NAse nd nd nd nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
Flavanoli (ng/100 mgg)
CF-NIE 343,19 +£ 7,06 - 324,16 £ 4,16 - nd
Evikatehi NASsr nd nd nd 28,38 +1,17 19,62 +£ 0,67
pratehin NA-GAsr nd 76,58 + 0,79 49,87 + 1,40 23,72 £2,67 26,83 + 4,37
NA-ZELsr nd nd nd 78,31 +0,51 4823 +2,00
Katehin CF-NIE 100,95 £ 12,01 - 139,84 + 2,90 - nd
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Oralna faza

Zeluéana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP;3 GPs3 GP123 1P1s3 1P243
NAsr 3,41 £0,21 nd nd nd nd
NA-GAsr nd 46,33 £ 0,09 24,80 £ 0,57 nd nd
NA-ZELsr 47,62 + 3,86 nd nd nd nd
CF-NIE nd - nd - 32,06 £ 0,06
. . NAsr nd 2,88 £ 0,46 1,53 £0,02 224 +0.23 1,89 £ 0,09
Epikatehin galat NA-GAsg nd 402+0,11 4254051 4,02 +0,04 11,92 +1.20
NA-ZELsr nd nd nd 7,05+ 0,74 6,35+0,51
CF-NIE nd - nd - 190,83 + 6,03
Galokatehin galat NAsr nd nd nd 131,50 +£ 0,93 153,00 £ 0,61
NA-GAsr nd nd nd 288,51 + 4,03 251,35+ 11,10
NA-ZELsr nd nd nd 451,57 +5,75 443,02 + 1,09
CF-NIE 60,20 0,10 - 72,36 7,13 - nd
e g NAsr nd nd nd nd nd
Procijanidin B1 NA-GAsk nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
CF-NIE 111,71 5,15 - 137,25 +3,75 - nd
e . NAsr nd 138,25 £ 10,40 124,86 + 0,68 6,62 +0,18 14,04 + 1,94
Procijanidin B2 NA-GAsr nd 20,43 £2,05 1328+ 1,77 8,30+0,15 12,24 40,15
NA-ZELsr 241,83 £ 5,52 nd nd nd nd
Flavonoli (ng/100 mgg)
CF-NIE 19,62 + 0,67 - 15,89 + 0,38 - nd
Kvercetin NAsr nd nd nd nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
CF-NIE 46,81 £ 0,68 - 64,19 + 0,00 - 18,86 + 1,80
Rutin NAsr nd nd nd nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
CF-NIE nd - nd - nd
Kempferol NAsr nd nd nd nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
Stilbeni (ng/100 mgg)
Resveratrol CF-NIE nd - nd - nd
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Oralna faza Zelucana faza Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP;3 GPs3 GP123 1P1s3 1P243
NAsr nd nd nd nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
CF-NIE nd - nd - nd
e-Viniferin NAsr nd nd nd nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
Antocijani (ng/100 mgg)
CF-NIE S11,54+1,17 - 733,77 £ 1,11 - 259,78 + 23,24
. . NAsr 42,58 +£0,14 54,90+ 0,13 45,87 £0,44 41,86 £2,19 37,16 £ 0,49
Oenin klorid NA-GAsr 27,56 + 0,54 275,81 0,23 209,88 = 0,36 91,08 + 6,32 26,96 % 2,60
NA-ZELsr 188,30 0,17 22321+ 1,85 201,89+ 0,11 121,72+ 8,14 80,89 + 5,77
CF-NIE 7,98 £0,30 B} 6,73 0,01 - nd
o . NAsr nd nd nd nd nd
Mirtilin klorid NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
CF-NIE 3,11+0,17 A 3.62+0,22 - nd
... . NAsr nd nd nd nd nd
Petunidin klorid NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
CF-NIE 4542 +0,90 - 61,59+ 1,32 - 18,64 +2.23
Peonidin-3-O-glukozid-klorid NAsr 2,58 £0,10 4,17+ 0,49 3,18+0,13 2,88 +0,30 1,96 £ 0,25
NA-GAsr 1,35 +0,20 20,46 £2,05 13,28 £0,15 4,87 +1,02 nd
NA-ZELsr 14,89 + 0,30 13,74 + 0,66 11,92 +0,20 8,33+ 1,54 nd
CF-NIE nd - nd - nd
. . NAsr nd nd nd nd nd
Kuromanin klorid NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
CF-NIE nd - nd - nd
. . NAsr nd nd nd nd nd
Kalistefin klorid NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
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OP — oralna faza, GP — Zelucana faza, IP — crijevna faza, nd — spoj nije identificiran, ,,-* — spoj nije odreden. Brojevi u indeksu kratica oznacavaju vremenski interval kada je odredeni uzorak uzet
tijekom simulirane probave (npr. GP¢3 — 63. minuta Zelucane faze). Za ekstrakt su prikazane krajnje tocke oralne, zelucane i crijevne faze (OP3, GP123, IP243). Maseni udio pojedinacnih fenolnih
spojeva prikazan je kao srednja vrijednost (ng/100 mgg) + SD.

Tablica P3.3 Maseni udio pojedinac¢nih fenolnih spojeva iz neinkapsuliranog ekstrakta tropa merlot (M-NIE) te inkapsuliranog M ekstrakta suSenjem
rasprsivanjem pomocu razlicitih omotaca (NAsr, NA-GAsg, NA-ZELsr) tijekom tri faze in vitro simulirane probave

Oralna faza Zelucana faza Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OPs3 GPs3 GPi123 1P1s3 1P243
Fenolne kiseline (ng/100 mgg)
M-NIE 1,57 £0,16 - 1,61 + 0,04 - 98,41 + 0,59
Galna kiselina NAsr 0,38 + 0,06 14,91 £ 0,72 18,57 + 0,03 138,18 + 2,44 55,88 + 1,56
NA-GAsr 0,89 + 0,13 1,78 + 0,00 1,42 £0,38 207,12 + 10,68 462,43 15,11
NA-ZELsr 1,60 = 0,00 3,79 £ 0,09 3,07 0,94 399,78 = 1,13 454,06 + 57,52
M-NIE nd - nd - 9,33+0,17
3.4-Dihidroksibenzojeva kiselina NAsr nd 14,00 + 0,06 17,95+0,16 42,00 + 0,25 50,60 + 0,93
’ NA-GAsr nd nd nd 104,40 + 3,39 119,30 + 2,01
NA-ZELsr nd nd nd 158,34 + 6,24 179,09 + 4,34
M-NIE nd 4 nd - 2,72 + 0,08
Jinska kiseli NAsr nd 2,99 + 0,22 4,56 £ 0,06 3,77 £0,06 6,08 + 0,00
Vanilinska kiselina NA-GAsr nd nd nd 933 + 0,88 17.81 0,50
NA-ZELsr nd nd nd 15,90 + 0,19 8,93 + 0,57
M-NIE 12,14 £2.90 - 11,88 0,13 - nd
Sirineinaea kiseli NAsr nd nd nd 7,80 = 0,00 3,52+0,12
rrnginska kiseiina NA-GAsr nd nd nd nd 48,79 + 0,76
NA-ZELsr nd nd nd 13,76 £ 0,19 14,54 +2.83
M-NIE nd - nd - 2,52 £ 0,08
Elaginska kiselina NAsr nd nd nd 5,09+0,19 11,45 +0,37
NA-GAsr nd nd nd 5,69 + 0,75 14,78 £ 1,26
NA-ZELsr nd nd nd 8,69 + 0,94 17,60 + 3,02
M-NIE nd - nd - nd
. . . L. NAsr nd nd nd nd nd
p-Hidroksibenzojeva kiselina NA-GAsg nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
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Oralna faza

Zeluc¢ana faza

Crijevna faza

Fenolni spoj Uzorak
OP;3 GPes3 GPi123 1P1s3 1P243
M-NIE nd - nd - 5,92 + 0,06
. . NAsr nd nd nd 45,82 +0,19 5,55+ 1,37
o-Kumarinska kisclina NA-GAsr nd nd nd 2337 +0,38 31.25+0,63
NA-ZELsr nd nd nd 38,35 +3,21 44,54 + 6,41
M-NIE 0,28 £ 0,03 - 0,36 + 0,03 - 2,16 + 0,08
p-Kumarinska kiselina NAsr nd nd a nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
M-NIE nd - nd - nd
. .. NAsr nd nd nd nd nd
Kafeinska kiselina NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
M-NIE nd - nd - nd
. L. NAsr nd nd nd nd nd
Ferulinska kiselina NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
Flavanoli (ng/100 mgg)
M-NIE 190,58 +9,18 - 200,57 + 2,08 - 38,79 + 0,53
Epikatchin NAsr 25,46 + 4,56 16,39 + 1,25 17,88 + 2,82 75,58 £4,39 nd
NA-GAsr nd 4447 + 0,44 41,68 + 6,20 151,67 5,40 132,83 1,76
NA-ZELsr 19,36 +2,08 162,90 + 16,94 220,09 + 20,08 29422 + 11,72 207,49 + 11,69
M-NIE 101,90 + 6,52 - 98,69 + 1,03 - nd
Katehin NAsr 9,41 + 0,61 20,67 +3,29 38,93 £2.47 nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd 85,11 +4,99 103,28 + 4,81 nd nd
M-NIE nd - nd - 7,35+ 0,73
i . NAsr nd 8,88 + 1,28 11,15+0,25 6,73 + 0,00 30,47 + 3,74
Epikatehin galat NA-GAsg nd 5.88 + 0,63 9.35+0.19 29.77+0.13 38194214
NA-ZELsr nd 15,97 1,32 24,54 + 3,96 36,88 + 0,76 39,47 + 5,66
M-NIE 104,18 + 3,47 - 114,91 2,29 - 178,11 £ 0,17
) NAsr nd nd nd 44737 +£ 22,18 441,97 + 13,20
Galokatehin galat NA-GAsr nd nd nd 787,15 £ 8,92 1021,90 + 7.81
NA-ZELsr nd nd nd 1298,22 + 24,19 1500,06 + 1,32
Procijanidin B1 M-NIE 28,71 £0,46 - 44,79 + 5,83 - nd

315



7. PRILOZI

Fenolni spoj

Uzorak

Oralna faza

Zeluc¢ana faza

Crijevna faza

OP3 GPe3 GP123 1P1s3 1P243
NAsr nd nd nd 109,03 £ 1,69 95,78 £ 801
NA-GAsr nd nd nd 177,08 £ 17,72 235,66 + 13,98
NA-ZELsr nd nd nd 250,13 + 1,51 268,03 +£29,42
M-NIE 5830+2,27 - 61,28+ 0,54 - nd
Procijanidin B2 NAsr nd 74,85 +1,72 148,35 +£46,00 nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd 176,46 + 6,55
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
Flavonoli (ng/100 mgg)
M-NIE 13,12+ 0,81 - 5,93 +£0,31 - nd
Kvercetin NAsr nd nd nd nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
M-NIE 7,00 £ 1,00 - 8,30+ 0,01 - nd
Rutin NAsr nd nd nd nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
M-NIE nd - nd - nd
Kempferol NAsr nd nd nd nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
Stilbeni (ug/100 mgg)
M-NIE nd - nd - nd
Resveratrol NAsr nd nd nd nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
M-NIE nd - nd - nd
e-Viniferin NAsr nd nd nd nd nd
NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
Antocijani (ng/100 mgg)
M-NIE 26,58 + 0,64 - 38,08 £ 0,28 - 20,56 + 1,49
Oenin klorid NASsr 7,84 +0,17 12,83+ 0,16 12,97 £ 1,00 13,02+ 1,13 4,89 £ 0,06
NA-GAsr 3,27 +0,66 12,73+ 0,76 14,57 £ 0,69 13,77+ 0,13 13,18 £ 0,00
NA-ZELsgr 22,59 + 0,42 28,55+ 0,09 4121 4,15 18,71 £0,76 14,67 1,51
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7. PRILOZI

. . Oralna faza Zelu¢ana faza Crijevna faza
Fenolni spoj Uzorak
OP3 GPe3 GP123 1P1s3 1P243

M-NIE nd - nd - nd
o . NAsr nd nd nd nd nd
Mirtilin klorid NA-GAsr nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd
M-NIE 0,27 + 0,01 - nd - nd
. . NAsr nd nd nd nd nd
Petunidin klorid NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd

M-NIE 5,49 + 0,20 - 7,34 +£0,13 - 3,04 £0,42
o . . NAsr 0,92 + 0,08 nd nd nd nd
Peonidin-3-0-glukozid-klorid NA-GAsr nd 2724031 1,86 = 0.25 nd od
NA-ZELsr 3,67 +0,47 5,12+0,28 4,60 £ 1,60 nd nd
M-NIE nd - nd - nd
. . NAsr nd nd nd nd nd
Kuromanin klorid NA-GAsz nd nd nd nd nd
NA-ZELsr nd nd nd nd nd

<

OP — oralna faza, GP — Zelucana faza, IP — crijevna faza, nd — spoj nije identificiran, ,,-* — spoj nije odreden. Brojevi u indeksu kratica oznacavaju vremenski interval kada je odredeni uzorak uzet
tijekom simulirane probave (npr. GPs3 — 63. minuta Zelu¢ane faze). Za ekstrakt su prikazane krajnje tocke oralne, zelu€ane i crijevne faze (OP3, GP123, [P243). Maseni udio pojedinacnih fenolnih
spojeva prikazan je kao srednja vrijednost (ug/100 mgg) + SD.

317



